








Bestimmung freier und gebundener Benzoesiure 
mit der Schaukelextraktionsmethode. 


Von 


rik M. P. Widmark. 
(Medizinisch-chemisches Institut, Lund.) 
(Eingegangen am 12. Oktober 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Skandinavischen Archiv fiir Physiologie!) wurde neulich eine 
neue Methode zur quantitativen Extraktion von Fliissigkeiten ver- 
éffentlicht, die bei Analysen, die mit Extraktionen verbunden sind, 
sich als besonders vorteilhaft erwiesen hat. 

Unter Hinweis auf die Einzelheiten in obengenannter Publikation 
sei hier nur in Kiirze das Prinzip dieser neuen Form von Extraktion, 
die ich ,,Schaukelextraktion“ nenne, mitgeteilt. 

Der Apparat besteht aus zwei, durch eine breite Kommunikation 
verbundenen Scheidetrichtern mit méglichst flachen Béden. Der Glas- 
apparat wird in einem beweglichen Stativ . 
befestigt, das durch einen kleinen elektrischen 
Motor in eine regelmaBig langsam schaukelnde 4 ‘2 
Bewegung versetzt wird, wodurch ein im J 3 
Apparat befindliches Extraktionsmittel ab- ‘(_— , oe 
wechselnd von einem in den anderen Scheide- 
trichter dekantiert wird, wihrend die an den 
Béden der GefiBe befindlichen schwereren 
Lésungen nicht miteinander in Beriihrung 
gelangen. Bei Extraktion von Saure aus 
Harn soll die Neigung des Apparats zu aN 
jeder Seite der Horizontalebene ungefihr 18° 7 

Abb. 1. 


8 


erreichen, und eine ganze Schaukelperiode 
soll eine Zeit von etwa 25 bis 27 Sekunden 
in Anspruch nehmen. Der hierzu verwendete Apparat ist fiir eine 
Extraktion von bis zu 50 ccm Harn bestimmt. Zehn derartige 


1) A new method for quantitative extraction of liquids. Skand. Arch. 
f. Physiol. 84, 61 bis 71, 1926. 
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Apparate kénnen in der gleichen motorgetriebenen Schaukel an- 


gebracht werden. 
Bei der Extraktion einer organischen Saure wird der mit Mineral- 


siure angesduerte Harn (Dimittenslésung) in den einen Scheidetrichter 














Abb. 2. 


und eine verdiinnte Alkalilésung (Rezipienslésung) in den anderen 
gebracht. Uber die Lésungen wird eine solche Menge des Extraktions- 
mittels (350 ccm) geschichtet, daB dasselbe in das Kommunikationsrohr 
hinaufreicht. Wahrend des Schaukelns erfolgt die Extraktion von der 
Oberfliche der Dimittenslésung und die Saure wird von der Rezipiens- 
lésung als Alkalisalz zuriickgehalten. 

Diese Extraktionsmethode besitzt folgende Vorteile. Bei kon- 
stanter Schaukelgeschwindigkeit, Neigungswinkel und Fliissigkeits- 
volumen ist die Extraktionsgeschwindigkeit konstant und kann fiir 
jeden Stoff, der Gegenstand einer quantitativen Bestimmung ist, er- 
mittelt werden. Die in der Zeiteinheit extrahierte Menge ist der iibrig- 
bleibenden proportional. Die Geschwindigkeitskonstante (k) kann 
daher nach folgender Forme} berechnet werden: 


a 
log os ae kt, 
worin a = der urspriinglichen Menge Saure im DimittensgefaB und 
«x = der nach der Zeit ¢ in der Rezipienslésung aufgenommenen Menge 
Saure ist. 

Die praktisch verwendbare Extraktionszeit ist die zehnfache 
Halbierungszeit. Diese letztere wird definiert durch: 

0, : 
Halbierungszeit — — 

Bei der Extraktion wird durch die langsame Bewegung in den 
allermeisten Fallen jede Spur von Emulsionsbildung vermieden und 
werden die Extrakte hierdurch besonders rein. Sie kénnen des weiteren 
durch Ersetzen der Dimittenslésung durch destilliertes Wasser ge- 
reinigt werden. 
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SchlieBlich ist der Antrieb fiir die Extraktion sehr billig, indem zehn 
Extraktionen durch einen! ,,-Pferdekraft-Motor getrieben werden kénnen. 

Bei der Bestimmung von freier und gebundener Benzoesdure habe 
ich Toluol als Extraktionsmittel verwendet, in dem die freie Benzoesiure 
leicht léslich ist, wihrend die gebundene, hauptsachlich Hippursiure, 
sehr schwer léslich ist. Die Werte, die mit diesem Extraktionsmittel 
fiir freie Benzoesiure erhalten werden, sind allerdings etwas zu hoch, 
was auf einer Mitextraktion von anderen toluolléslichen Sauren (haupt- 
sichlich fliichtigen Fettsiuren) beruht. Mit diesem Fehler diirften 
indessen die meisten anderen hierfiir verwendeten Methoden behaftet 
sein, und er diirfte keine gréBere Rolle spielen, da die freie Benzoesaure- 
fraktion, verglichen mit der Fraktion gebundener Benzoesaéure, in der 
Regel sehr unbedeutend ist. 

Zur Verdeutlichung der Verwendbarkeit der Methode sei hier fest- 
gestellt, daB unter freier Saure jene Menge Saéure verstanden wird, die 
mit Toluol aus unbehandeltem, angesdiuertem Harn extrahiert werden kann. 
Die Totalbenzoeséure ist jene Menge Séure, die aus angesiuertem Harn 
nach vollstandiger Hydrolyse extrahiert werden kann. Die gebundene 
Benzoeséure (hauptsachlich Hippursaéure) ist die Differenz zwischen Total- 
benzoesdure und der freien Saéure oder jener Menge Saure, die mit Toluol 
nach dem Extrahieren der freien Benzoeséure und darauf folgender Hydrolyse 
aus dem Harn extrahiert werden kann. Hinsichtlich der Korrektion dieser 
Werte auf Grund einer gewissen Léslichkeit der Hippursdure in Toluol 
wird spater berichtet. 


Bestimmung der freien Benzoesiure. 


40 ccm Harn werden in das DimittensgefiB gebracht, worauf 
5cem 5n Schwefelsiure zugesetzt werden.. Sollte der Harn danach 
gegen Kongopapier keine saure Reaktion aufweisen, so wird weiter 
Saure zugesetzt, bis dies der Fall ist. In das Rezipiensgefa8 bringt 
man 30ccm ungefihr 0,065n Natronlauge, am bequemsten mit 
einer automatischen Pipette. Darauf werden vorsichtig 325 ccm Toluol 
zugegeben und dann wird etwa 18 Stunden extrahiert. Die Extraktions- 
zeit wird vermerkt. 

Zur Extraktion habe ich Kahlbaums Toluol zur Molekulargewichts- 
bestimmung benutzt, das zur Entfernung saurer Verunreinigungen 
6 Stunden am Wasserbad mit RiickfluBkiihler nach Zusatz von Baryt- 
hydrat in fester Form gekocht worden war. Zwischen den Extraktionen 
wird das Toluol iber Baryt verwahrt und unmittelbar vor dem Ver- 
wenden filtriert. 

Nach dem Extrahieren wird die durch die Lauge aufgenommene 
Saure durch Titration bestimmt. Eine derartige Bestimmung kann 
indessen aus zwei Griinden nicht direkt durch Titration des Alkali- 
iiberschusses vorgenommen werden. Teils werden vom Toluol ziemlich 
erhebliche Mengen Kohlensiure extrahiert, die zur Titration entfernt 

is* 
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werden mu8. Teils zeigt schon ein ,,Leerversuch“, daB das Toluol selbst 
kleine Mengen Saure an die Lauge abgibt. 

Zur Vermeidung dieser beiden Fehlerquellen wird bei der Titration 
auf folgende Weise verfahren. Die Lauge wird in einen 500-ccm-Erlen- 
meyerkolben aus Jenaer Glas abgelassen. Der Harn wird durch den 
Hahn des DimittensgefaBes abgelassen, und den gréBten Teil des Toluols 
la8t man denselben Weg nehmen, wobei dasselbe durch Neigen des 
Apparats vom RezipiensgefaiB fast vollstindig dekantiert werden kann. 
Zur quantitativen Entfernung der Lauge wird dreimal mit ungefahr 
10 ccm destilliertem Wasser nachgespiilt. Nun wird Salzsiure zugesetzt, 
die ungefiihr 22 bis 23 ccm einer n/10 Lésung entspricht (z. B. 30 ccm 
0,075n Salzsiure). Darauf wird am RiickfluBkiihler 15 Minuten 
gekocht, der Kolben bei aufgesetztem Kiihler abgekiihlt, worauf man 
mit genau gestellter n/10 Lauge titriert. In einem Leerversuch, der 
in der eben beschriebenen Weise mit 40 ccm destilliertem Wasser und 
5ccm normaler Schwefelsiure anstatt Harn im DimittensgefiB aus- 
gefiihrt wird, bestimmt man ein fiir allemal genau den Saureiiber- 
schuB, der beim Zusetzen der Salzsiiure und dem darauf folgenden 
Kochen am Riickflu8 entsteht. Dieser Wert wird von der bei der 
Titration des Harnextrakts verbrauchten Lauge abgezogen; die Differenz 
bildet demnach das Bestimmungsresultat, das zweckmaBig in Milli- 
aquivalenten ausgedriickt wird. Ein Kubikzentimeter n/10 Lauge 
entspricht bekanntlich 0,1 Milliaquivalent Saure. 

Zur Beleuchtung der Genauigkeit, mit der die Benzoesiure 
extrahiert werden kann, seien folgende zwei Versuche angefiihrt, die 
eine Bestimmung der Extraktionskonstanten (k) bilden. 

Im DimittensgefaB 50 com Lésung, enthaltend 0,963 Milliaquivalent 
Benzoesiure. Schaukelperiode im Mittel 27 Sekunden. Neigungs- 
winkel etwa 18°. 





Extraktionszeit Extrahierte Saure Extraktions- 
Min. " Milliaquiv (7) | Pros. benstents & 
Apparat VII 
97 0,461 47,9 0,0029 
120 0.57 59,2 0.0032 
243 0,846 87,9 0,0038 
338 0,899 93.4 0,0035 
720 0.951 98.8 0.0027 
916 0,953 99.0 — 
Apparat X 
120 0,630 654 0.0038 
243 0,853 88.6 0.0038 
338 0,885 91,9 0,0032 
410 0,921 95.6 0,0035 


916 0,960 99.7 —_ 
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Die Mittel fiir die Konstanten sind 0,0032 und 0.0036, die ent- 
sprechenden Halbierungszeiten 94 und 84 Minuten.  Vollstindige 
Extraktion wird demnach mit Apparat VII nach 16 Stunden und mit 
Apparat X nach 14 Stunden erhalten. 


Bestimmung der Totalbenzoesiure. 


Die Extraktion der Totalbenzoesiure erfolgt in der gleichen Weise 
wie friiher beschrieben, nur mit dem Unterschied, daB der Harn zuerst 
der Hydrolyse mit Alkali unterworfen wird. Alkali ist friiher zur 
Spaltung von Hippursiure und anderen von Folin verwendet worden. 
Die Benutzung von Alkali hat vor der von Siéure den Vorteil, daB man 
Verluste von Renzoesiure wegen ihrer Fliichtigkeit vermeidet. 


Zu 40cem Harn werden in einem 100-ccm-Erlenmeyerkolben 
aus Jenaer Glas 10 ccm 6n Natronlauge gegeben und der Kolben bis 
zum Halse in ein kochendes Wasserbad 7 Stunden oder so lange ein- 
getaucht, bis ungefihr 15 ccm der Lésung iibrigbleiben. Nach Ablauf 
dieser Zeit werden 10 ccm 7n Schwefelsiure zugesetzt, wobei man 
sich wie friiher davon iiberzeugt, daB die Lésung Kongopapier blau- 
schwarz fairbt. Nach Verdiinnung auf ungefihr 40 ccm und Abkihlung 
wird die Lésung quantitativ in das DimittensgefiB gebracht, wobei 
man den Erlenmeyerkolben mit einem kleineren Teil des Toluols, das 
zur Extraktion verwendet werden soll, nachspiilt. Man extrahiert mit 
Lauge und behandelt diese auf die gleiche Weise wie friiher beschrieben. 


Wenn wenig Harn zur Verfiigung steht, kann man die gleiche 
Quantitaét sowohl zur Bestimmung ‘der freien wie der gebundenen 
Benzoesiure verwenden. Hierbei mu8 man den Harn von der ersten 
Extraktion quantitativ aufsammeln sowie mit 15 anstatt 10 com Lauge 
versetzen. Die Hydrolyse muB etwas linger fortgesetzt werden, da 
das Fliissigkeitsvolumen durch das Ausspiilen des DimittensgefiBes 
und das hinzugefiigte gréBere Laugenvolumen betrichtlich erhéht 
worden ist. 


Reine Lésungen bediirfen zur vollstandigen Hydrolyse nach unten- 
stehenden Versuchen ungefihr 5 Stunden. Wegen der Pufferwirkung 
der Phosphate im Harn wird die Hydroxylionenkonzentration des 
Harns oft geringer als die der reinen Lésung, weshalb ich es als zweck- 
maBig erachtet habe, eine bedeutend laingere Hydrolysezeit vorzu- 
schreiben. 


In jedem der folgenden neun Versuche wurden 40 ccm Lésung 
genommen, die mit 10 ccm etwa 6n Lauge versetzt worden sind. Die 
Hydrolysezeit wurde in den verschiedenen Versuchen variiert, wobei 
nach der Extraktion folgende Resultate erhalten wurden: 
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Westerbad Menge Hippurssure _Wiederselundene Menge Hippursaure 

Stdn. Milliaquiv. Milliaquiv. Proz. der verwendeten 
] 0,565 0,372 65,8 
2 0,565 0,412 72,9 
3 0,565 0,490 86,7 
4 0,565 0,543 96,1 
4 0,635 0,649 102,2 
4 0,635 0,596 93,9 
5 0,635 0,642 1011 
5 0,635 0,638 100,5 
5 0,635 0,643 101,3 


Berechnung der Titrationsresultate. 

Beim Ausfiihren der Bestimmungen mit zwei Harnproben werden 
die Werte erhalten: 

der Primarwert fiir die freie Benzoesiure = B, sowie 

die Totalbenzoesiure = H B. 

Bei der Vornahme der Bestimmungen mit der gleichen Harnprobe 
werden die Werte erhalten: 

der Primirwert fiir die freie Benzoeséure = B, sowie 

der Primirwert fiir die gebundene Benzoesiure = H,. 

Da die Hippursiure in Toluol nicht vollstandig unléslich ist, wird 
indessen ein geringer Teil dieser Saure zusammen mit der freien Benzoe- 
siure extrahiert. B, wird demnach gréBer als der wirkliche Wert fiir 
die freie Benzoesiure (B) und H, entsprechend kleiner als der wirkliche 
Wert fiir die gebundene Benzoesiure (H). 

Da die Extraktionsgeschwindigkeit der Hippursiure mit Toluol 
bekannt ist, kann dieser Fehler jedoch korrigiert werden. Die Kon- 


stante betrug bei den von mir verwendeten Apparaten im Mittel 
0,00144, berechnet mit einer Stunde als Zeiteinheit. Der Korrektions- 


a 
faktor wird berechnet nach 
a—z 


kt = log - 
a 


— 7 


und ist in folgender Tabelle fiir 10- bis 24stiindige Extraktion der 
freien Benzoesiure berechnet. 

Um den wirklichen Wert fiir die gebundene Benzoesiure zu er- 
halten, mu8 also der Primairwert mit dem Korrektionsfaktor multi- 

















neers 





Bestimmung freier und gebundener Benzoeséure. 269 





Extraktionszeit a Extraktionszeit a 

Stdn. a—@z Stdn. a-—z 
10 1,034 18 1,062 
11 1,037 19 1,065 
12 1,041 20 1,069 
13 1,044 21 1,075 
14 1,048 22 1,076 
15 1,051 23 1,079 
16 1,055 24 1,083 
17 1,058 





pliziert werden. Die so erhaltene Erhéhung des Wertes fiir die ge- 
bundene Benzoesiure wird vom Primirwert fiir die freie Benzoesiure 
abgezogen. Der wirkliche Wert (H) fiir die gebundene Benzoesiure 


a 
ist demnach -H, und der wirkliche Wert fiir die freie Benzoe- 
x 


siure (B) ist B, — (H — H,). 


Die Bestimmung der Extraktionsgeschwindigkeit der Hippursdure mu 
fiir jeden Apparat besonders erfolgen, da die Extraktionsgeschwindigkeit 
einigermaBen mit der Weite des Kommunikationsrohres variiert. Es ist 
aus technischen Griinden schwierig, dieses in allen Apparaten vollkommen 
gleich zu machen. Die Bestimmung von & fiir die Hippurséure geschieht 
auf folgende Weise. Kahlbaums Hippurséure wird aus warmem Wasser 
zweimal umkristallisiert. Nach gelindem Trocknen wird die Saure 2 Stunden 
mit Toluol geschiittelt. Das Toluol wird abgesaugt und die Kristalle aber- 
mals bei Zimmertemperatur trocknen gelassen. 3g der Séiure werden mit 
1 Liter kohlensiiurefreiem Wasser geschiittelt. Nach dem Abfiltrieren 
ungeléster Saéure wird die Menge Hippursaéure in 40 ccm Lésung genau 
durch Titration mit n/10 Alkali bestimmt. Darauf werden 40 ccm gegen 
30 ccm n/10 des gleichen Alkalis, das zur Titration verwendet worden 
ist, wihrend ungefahr 120 Stunden extrahiert. Gleichzeitig fiihrt man einen 
Leerversuch unter ebenso langer Zeit zur Bestimmung der vom Toluol 
abgegebenen Saure aus; der hierbei erhaltene Wert wird vom Titrations- 
wert beim Hippurséureversuch abgezogen. Die zur Bestimmung verwendete 
Lauge mu8 kohlensaéurefrei sein, braucht aber nicht genau gestellt zu sein, 
weil die Bestimmung von k von den absoluten Werten unabhangig ist. Die 
urspriingliche Hippurséuremenge ist a, der Titrationswert nach der Ex- 
traktion x. Die Konstante wird berechnet aus kt =. log a log (a x), 
wobei ¢ zweckmaBig in Stunden ausgedriickt wird. Der Korrektionsfaktor 
wird fiir jeden Apparat in einer Tabelle fiir die Zeit von 10 bis 24 Stunden 
aufgestellt. Er wird erhalten, indem man in der Logarithmustabelle dix 
Antilogarithmen fiir das Produkt kt aufsucht. 


In untenstehender Tabelle werden vier Versuche zur Bestimmung 
von freier Benzoesiure und Hippurséure in einem Gemisch wieder- 
gegeben. Die Tabelle bezweckt teils die Genauigkeit der Methode, 
teils den Gang bei der Durchfiihrung der Korrektion zu demonstrieren. 


* 
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Bei dem Versuch wurden 50 ccm einer Lésung, die 0,436 Milli- 
aiquivalente Benzoesiure und 0,497 Milliaquivalente Hippursiure ent- 
hielt, extrahiert. Der Totalbenzoesiuregehalt betrug 0,933 Milli- 
aquivalente. Die Extraktionszeit fiir die freie Benzoesiure war 
18 Stunden. 





B, Hy H2 Korr. Bz 
0,486 0,454 0,482 0,028 0,458 
0,464 0,470 0.499 0,029 0,435 
0,466 0,469 0,498 0,029 0,437 
9,456 0,472 0,501 0,029 0,427 


In den Versuchen werden also folgende Mengen in Prozenten 


wiedergefunden : 





Benzoesaure Hippursaure Totalbenzoesaure 
105,0 97,0 100,8 
99,8 100,4 100,1 
100,2 100,2 100,2 
97,9 100,8 99,5 


Mit Ausnahme des ersten Versuchs sind demnach die Resultate 
sehr zufriedenstellend. 

Mit dieser Methode kann man die tagliche Ausscheidung von 
freier Benzoesiure und Hippursiure an kleinen Versuchstieren wie 
Ratten bequem verfolgen. Folgende Versuche seien angefiihrt. 

Zwei Ratten erhielten folgende Kost in einer Quantitaét von 15 g 
Trockensubstanz taglich: 


Getrocknetes Blut . ... . . . 18 Proz. 
eh we otal se a Se 
ke on Gey Se ee ee 
Getrocknete Hefe .....+-+ 4 » 


AuBerdem wurden taglich einige Tropfen Dorschlebertran zugesetzt. 
Vom dritten bis einschlieBlich sechsten Versuchstage erhielten die 
Tiere 0,639 Milliaquivalente Benzoesiure in der Form des Natrium- 
salzes. Der Harn wurde quantitativ aufgesammelt, und die Bestimmungen 
beider Fraktionen wurden mit der gesamten Tagesmenge durchgefihrt. 
Die Tabelle gibt abgeschiedene Benzoe- und Hippursiure in Milli- 
aquivalenten an. 
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i Nr. 1 Nr. 2 

Benzoesaure Hippursaure Benzoesaure Hippursaure 
0,047 0,121 0,042 0,122 | Vor dem Zusatz von 
0,030 0,242 0,017 0,147 | Benzoesadure 
0,126 0,673 0,082 0,611 
0,109 0,752 0,059 0,718 | Nach dem Zusatz von 
0,111 0,740 0,063 0,740 | Benzoesaéure 
0,127 0,764 0,058 0,798 


Beim Tier 1 scheinen im Mittel 95 Proz. der verabreichten Benzoe- 
siure, beim Tier 2 ungefaihr 88 Proz. wieder ausgeschieden worden zu 
sein. Der Unterschied zwischen den beiden Tieren ist hauptsichlich in 
der ausgeschiedenen Menge freier Benzoeséure zu sehen. 























Uber den Einflu& 
‘der Nahrung auf die Hippursiuresynthese beim Menschen. 


Von 


Erik M. P. Widmark. 
(Medizinisch-chemisches Institut, Lund.) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1926.) 


In einer Serie von Publikationen haben Abderhalden und Mit- 
arbeiter den EjinfluB der Nahrung auf den Verlauf verschiedener 
Prozesse im lebenden Organismus studiert. Als Versuchstiere haben 
sie Kaninchen benutzt, denen teils eine Nahrung verabreicht wurde, 
die beim Stoffwechsel einen SaureiiberschuB ergibt (Hafer), teils solche, 
die einen BaseniiberschuB ergibt. Sie haben einen tiefgehenden EinfluB 
im Wirksamkeitsgebiet der Hormone und auf von diesen regulierte 
Vorgiinge angegeben. Die Untersuchungen wurden auf die Frage aus- 
gedehnt, ob die Nahrung auch den quantitativen Verlauf der syntheti- 
schen Tiatigkeit des Organismus beeinflussen kann. Abderhalden und 
Wertheimer waren der Ansicht, die Hippursiuresynthese als ein Beispiel 
fiir einen derartigen Einflu8 der Zusammensetzung der Nahrung auf- 
stellen zu kénnen (1). Sie fanden, daB diese Synthese bei Tieren mit 
Haferkost in erheblich gréBerer Ausdehnung erfolgte als bei solchen, 
die Griinfutter erhielten. Obgleich die Tiere ungefahr die gleiche Menge 
Benzoesiure im Futter erhielten, schieden die Hafertiere doch erheblich 
gréBere Mengen Hippursiure aus. Das gleiche Resultat wurde erhalten. 
wenn den Tieren Phenylpropionsiure verabreicht wurde (2). 

Dieses Beispiel fiir den EinfluB der Nahrung auf eine Synthese 
im Tierorganismus fiel indessen weg, seit Griffith (3) gezeigt hat, daB 
das Resultat von Abderhalden und seinen Mitarbeitern auf fehlerhaften 
Bestimmungen beruht hat, indem der alkalische Harn der Griinfutter- 
tiere vor der Extraktion der Hippursaure mit Essigather nicht geniigend 
angesiuert worden ist. Abderhalden hat diesen Irrtum zugegeben (4), 
macht aber fortwihrend geltend, daB die Bildung von Merkaptursdure 
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nach Verabreichung von Brombenzol von der Nahrung in gleicher 
Richtung beeinfluBt wird, wie er friiher hinsichtlich der Hippursaure 
zu finden geglaubt hat. 

Die Frage nach dem EinfluB der Nahrung auf die Hippursiure- 
synthese diirfte hiermit indessen nicht abgeschlossen sein. Im Jahre 1924 
zeigte ich zusammen mit Jensen-Carlen (5), daB, wenn man beim 
Menschen die Kohlehydrate aus der Kost ausschlieBt, verabreichte 
Benzoesiure hauptsichlich in freier Form abgeschieden wird, wihrend 
die Hippursiuremenge (oder vorsichtiger ausgedriickt: die Menge 
Benzoesiiure, die durch Hydrolyse des Harns mit Saure gewonnen 
werden kann) in entsprechendem Grade abnimmt. 

Da diese Versuche mit einer verhaltnismaBig primitiven Methode 
ausgefiihrt worden sind, und da man den Verdacht hegen kénnte, daB 
unsere Analysen mit dem gleichen Fehler behaftet seien wie die von 
Abderhalden und Wertheimer, habe ich diese Versuche wiederholt, 
wobei die Bestimmungen nach einer in dieser Zeitschrift ganz kiirzlich 
von mir publizierten Methode ausgefiihrt worden sind. Diese Methode 
erméglicht eine gleichzeitige Bestimmung von sowohl freier wie ge- 
bundener Benzoesiiure, und man bekommt demnach durch diese Be- 
stimmungen eine Garantie dafiir, daB nicht ein Teil der Benzoesiure 
sich den Bestimmungen entzieht, oder daB die Verinderungen im Hippur- 
siuregehalt des Harns nur auf einer herabgesetzten sekretorischen 
Aktivitat der Nieren beruhen. 

Die Versuchsperson, ein 31 jahriger Cand. med., erhielt jeden Tag 
1g Natriumbenzoat. Wahrend der ersten 3 Tage bekam er normale 
Diat, darauf wurden die Kohlehydrate bei unverinderter EiweiB- 
zufuhr 4 Tage lang ausgeschaltet. Die Versuchsperiode wurde mit 
4 Tagen Normaldiit abgeschlossen. Der Harn wurde quantitativ 
in GefiBen aufgesammelt, die etwa 5g Natriumfluorid enthielten 
Die Analysen wurden regelmaiBig am selben Tage begonnen, da die 
Harnproben erhalten wurden. 





Total- Freie Gebunden Tagesmenge ee 

Datum a ee nn Benevesiions Harn . Freie Saure 

Milliaquiv. Milliaquiv. Milliaquiv. com Totale Séure 
12. I. 13,92 2.16 11,76 1200 0.16 
13.1. 10,56 1,48 9.07 925 0,14 
14, I. 12,22 1,15 11,07 820 0,09 
15. I. 13,96 1,95 12,01 1390 0,14 
16. I. 13,20 2,51 10,69 1320 0,19 
17. I. 10,55 2.31 8,24 1340 0,22 
18. I. 11,78 6,95 4,83 965 0,60 
19. I. 10,63 1,95 8.68 1000 0,18 
20. I. 14,79 2.41 12,38 1060 017 
31.1. 12,60 1,41 11,19 940 O11 
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Die letzte Kolonne der Tabelle zeigt am deutlichsten die Schwan- 
kungen im Verhiltnis zwischen freier Benzoesiure und der Totalmenge 
ausgeschiedener Benzoesiure. Man sieht, wie die kohlehydratfreie 
Diat (15. bis 18. Januar) auch in diesem Versuch eine Erhéhung des 
Bruches zur Folge hat, was darin resultiert, dab am vierten Tage 
60 Proz. der Benzoesiure in freier Form ausgeschieden werden und 
nur 40 Proz. als Hippursdure oder in gebundener Form. Nach diesem 
Tage muBte der Versuch abgebrochen werden, da sich der Patient 
wegen der Acidose unwohl fiihlte. Unmittelbar nach dem Einfiihren 
der Normaldiit wird die Menge freier Benzoesiure vermindert, und das 
Verhialtnis zwischen freier und gebundener Saure nimmt wahrend 
aller folgenden Versuchstage ab, um auf den Wert zu sinken, der in 
der ersten Normalperiode gefunden worden ist. 

Es ist in diesem Versuch ausgeschlossen, daB sich die Hippursaure 
der Bestimmung entzogen hat. Mit dem Harn vom 18. Januar wurden 
wiederholte Bestimmungen mit itibereinstimmendem Resultat aus- 
gefiihrt und wurde hierbei besonders darauf geachtet, daB der Harn 
bei der Extraktion der nach Hydrolyse mit Alkali frei gemachten Benzoe- 
siure gegen Kongopapier sauer reagierte. Wie sich aus der zweiten 
Kolonne der Tabelle ergibt, ist die Summe von freier und gebundener 
Benzoesiure wihrend des ganzen Versuchs ziemlich gleich. Wenn 
die Menge freier Benzoesiure zunimmt, nimmt gleichzeitig die der 
gebundenen in entsprechendem Grade ab. Dies ist ein weiterer Beweis 
fiir die Richtigkeit der Bestimmungen. 

Wahrend dieser Zeit wurde die Wasserstoffionenkonzentration des 
Harns gemessen. Auf Grund :des Fluornatriumzusatzes ist es wahr- 
scheinlich, daB die fiir py erhaltenen Werte etwas zu hoch sind. 





Datum Pu 
12, I. _ 
13, I. 6,33 
14.1. 5,77 
15, I 6,03 
16. I. 5,55 
17.1. 5,38 1 g Natriumbicarbonat per os 
18. I. 6,08 4g ‘ “ie 
19. I, 8,12 
20.7. 7,44 
31. I, 7,22 


Im Gegensatz zu den friiher erwaihnten Versuchen von Abderhalden 
und Mitarbeitern findet man hier die ungeniigende Synthese unter dem 
EinfluB jener Nahrung, die Acidose gibt, waihrend die Synthese bei 
normaler Diat fast vollstindig ist. Auch in den Versuchen von Abder- 
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halden diirfte die Fiitterung in bezug auf die Kohlehydratzufuhr sehr 
verschieden gewesen sein, indem die Haferdiait wahrscheinlich be- 
deutend gréBere Mengen Kohlehydrate enthalten haben diirfte als die 
Griinfutterdiit. In welchem MaBe man den Variationen in der Kohle- 
hydratmenge in diesen Versuchen einen gréBeren EinfluB zuschreiben 
soll als der Veranderung der Alkalireserve, diirfte ohne weitere Ver- 
suche schwer zu entscheiden sein. 

Gestiitzt auf diese Versuche bin ich der Ansicht, daf wir die 
Hippursduresynthese als erstes Beispiel fiir eine im Tierorganismus 
erfolgende Synthese aufstellen kénnen, die in ihrem quantitativen V erlauf 
von der Zusammensetzung der Nahrung abhdngig ist. Bei Anwesenheit 
von Kohlehydraten in der Nahrung erfolgt sie leichter als bei Abwesenheit 
derselben. 

Die Beobachtung ist von bedeutendem theoretischen Interesse. 
Eine Erklarung derselben kann ich noch nicht geben. Man kann sich 
jedoch fragen, ob die mangelhafte Verbrennung von Fettsiuren und 
gewissen Aminosiuren unter Bildung von Acetonkérpern und die 
mangelhafte Synthese von Hippursiure bei Kohlehydratmangel eine 
gemeinsame Ursache haben. 

Die Hippursiuresynthese bedeutet die Entstehung einer Peptid- 
hindung, also einer Synthese des gleichen Charakters wie jene, von 
der man glaubt, daB sie die verschiedenen Aminosiuren im Eiweib- 
molekiil verbindet. Die in bezug auf die Hippursiuresynthese gemachte 
Beobachtung soll deshalb zur Erwagung mahnen, ob nicht auch die 
Peptidbindung bei der Synthese des Eiweifes bei Abwesenheit von 
Kohlehydrat erschwert wird. 

Wegen der geringen Anzahl Versuchspersonen, die mir zur Ver- 
fiigung gestanden haben, kann ich nichts dariiber sagen, ob die oben 
beschriebene Erscheinung immer mit der gleichen Regelmabigkeit 
auftritt wie bei der hier erwihnten Versuchsperson. Gewisse Beob- 
achtungen deuten auf eine variierende Empfindlichkeit fiir Kohle- 
hydratmangel, in Ubereinstimmung mit dem, was man auch in bezug 
auf das Auftreten von Acetonkérpern findet. Hunde zeigen geringere 
Empfindlichkeit als Menschen, und bei Ratten liegen die Veranderungen 
im Quotienten freie Benzoesiure/totale Benzoesiure fast gleich bei 
kohlehydratreicher und kohlehydratarmer Diat. 
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Ein neues Kolorimeter fiir kleine Fliissigkeitsmengen*) 
(Mikrokolorimeter). 


Von 
Hans Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 20. September 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Fiir die Bestimmung kleinster Substanzmengen ist es wiinschenswert, 
besonders fiir physiologisch-chemische Zwecke, mit der absoluten 
Menge Untersuchungsmaterial weiter als bisher hinuntergehen zu kénnen, 
ohne grundsiitzlich die tibliche Analysentechnik zu verlassen oder be- 
besonderen Schwierigkeiten zu begegnen. 

Fiir die zahlreichen auf kolorimetrischem Prinzip beruhenden 
Bestimmungsformen wire diese Forderung erfiillbar, wenn das zur end- 
giiltigen kolorimetrischen Messung dienende Fliissigkeitsvolumen un- 
beschadet der Genauigkeit.der Messung wesentlich verkleinert werden 
kénnte. Wahrend die bei der eigentlichen Analysenarbeit verwandten 
Fliissigkeitsmengen im allgemeinen ohne Erschwerung der Technik 
verkleinert werden kénnten — so lassen sich z. B. mit geeigneten Geriten 
0,lcem ebensogut abmessen wie 1,0 ccm'— begrenzt das zu den bis- 
herigen kolorimetrischen Bestimmungen notwendige Volumen die 
Substanzmenge nach unten, da die Substanzkonzentrationen, die eine 
gut kolorimetrierbare Farbung liefern, das Messungsbereich der Methodik 
bedingen. 

Fast alle bekannten Prizisionskolorimeter benétigen Fliissigkeits- 
volumina zwischen 20 bis 50 cem. Die Methodenvorschriften fiir kolori- 
metrische Untersuchung fordern daher fast stets 50 ccm Bestimmungs- 
volumen. Die als Mikrokolorimeter bekannten Instrumente sind aber zum 
Teil keine Prazisionsinstrumente, zum Teil tragen sie ihren Namen mit 
Unrecht, da sie zwar ein geringeres Fliissigkeitsvolumen erfordern, zur 


1) Das Instrument wird von der Firma F. Schmidt und Haensch, 
Berlin 8 42, PrinzessinennstraBe 16, hergestellt. 
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Messung desselben sich aber einer entsprechend geringeren Fliissigkeits- 
schicht bedienen. 

Die Farbtiefe einer Fhissigkeitsschicht wird bedingt durch Kon- 
zentration und Schichthéhe. Wird die fiir die Messung der minimalen 
Konzentration notwendige Schichthéhe herabgesetzt, so muB8 zur Er- 
reichung der MeBbarkeit umgekehrt proportional die Konzentration 
erhéht werden, d. h. die untere Grenze fiir die absolute noch meBbare 
Substanzmenge bleibt die gleiche. Hinzu kommt aber, daB bei Messung 
kleiner Schichthéhen der prozentuale Fehler gréfer wird, da bei der 
iiblichen Messungform ein bestimmter Einstellfehler schon technisch. 
mechanisch nicht unterschritten werden kann. 

Ein Mikrokolorimeter mu8 daher das Fliissigkeitsvolumen ver- 
kleinern, ohne die Schichthéhe zu vermindern. Dies ist bei Kolorimetern 
nach dem Dubosqprinzip durch starke Verkleinerung der Radien der 
Tauchréhren und der zylindrischen GefaBe zur Aufnahme der Flissigkeit 
méglich. Hierbei ergeben sich nicht nur mechanische Aufgaben, sondern 
auch optische. Abgesehen von der fehlerfreien Leitung des Strahlen- 
biindels durch sehr geringe Querschnitte soll im Okular ein Gesichtsfeld 
erhalten werden, das hinsichtlich seiner GréBe den Gesichtsfeldern, 
wie sie Dubosqapparate bekannter Bauart zeigen, entspricht, da ein 
geniigend groBes Gesichtsfeld fiir ein bequemes und genaues Einstellen 
unbedingt notwendig ist. Die MeBgenauigkeit eines Mikrokolorimeters 
muB die gleiche sein wie bei bekannten Prizisionskolorimetern. Die 
Bedienung des Apparats mu8 handlich bleiben. 

In gemeinsamer Arbeit mit dem wissenschaftlichen Mitarbeiter 
der Firma F. Schmidt & Haensch, Herrn Bechstein, ist es gelungen, 
ein derartiges Mikrokolorimeter zu bauen. 

Das nach dem Dubosqprinzip konstruierte Instrument erfordert 
zur Messung I ccm Filiissigkeit. Es gestattet, die Tauchhéhe meBbar 
bis zu 60 mm zu variieren, und weist hierbei ein Gesichtsfeld auf, das 
so groB ist wie bei den tiblichen Dubosqprizisionskolorimetern der 
gleichen Firma. Der Gesichtsfeldwinkel a betriigt bei dem neuen 
Mikrokolorimeter ebenso wie bei dem Dubosqkolorimeter fiir 50 ccm 
Fassungsvermégen der genannten Firma etwa 4,5°. Die Meb- 
genauigkeit von etwa 1 Proz. ist die gleiche. 

Es ist daher méglich, bei Anwendung des Instruments, mit der 
Ausgangsmenge an Analysensubstanz um etwa das 20- bis 50fache 
hinunterzugehen. 


Il. Beschreibung des Instruments. 


Das Instrument ist nach dem Dubosqprinzip gebaut, da hierdurch 
villige Gleichheit im Strahlengang der beiden Vergleichssysteme 
gewahrleistet wird. Die optischen und mechanischen Einrichtungen 
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Q der beiden Seiten sind in der 
Frontalebene vollikommen sym- 
Q metrisch. 


7 ge” 
oerL/ Die optischen Einrichtungen 
: sind so gewahlt, daB die Schicht- 


é dicke der Fliissigkeit 60 mm be- 
x tragen kann, wenn nur 1 ccm 
2 et Fliissigkeit verwendet wird und 
l daB die Helligkeit des Instru- 
ments bei geniigend groBem 
l Gesichtsfeld ein angenehmes Ar- 
beiten erlaubt. 

Die Einzelheiten der Kon- 
4 struktion zeigt Abb. 1. 























a) Optische Konstruktion. 


Das von einer diffus strah- 
lenden Milchglasplatte 7 aus- 
gehende Licht (als Lichtquelle 
soil eine Auer- oder elektrische 
Gliihlampe oder eine Beleuch- 
tungskugel — die sehr empfohlen 
werden kann und hier gezeichnet 
ist — verwendet werden) durch- 
lauft fiir die eine Vergleichs- 
seite ,,1‘‘ der Reihe nach ein 
Reflexionsprisma P,, die in der 
Dicke zu verindernde Fliissig- 
keitsschicht /,, den oben linsen- 
férmig angeschliffenen Tauch- 
stab 7',, das Reflexionsprisma p,, 
das die eine Vergleichsseite er- 


vA 
ve gebende Vergleichsprisma v,, die 
Gesichtsfeldsblende G, und dann 
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die eigentliche Lupe des Kolori- 
meters mit der Linse L, und 
den die GréBe der Austrittspupille 
bestimmenden Augendeckel A. 
Fir die andere Vergleichs- 
seite ,,2‘* durchlauft das Licht 
die gleichartigen, mit dem Index 2 bezeichneten Teile, gemeinsam 
mit ,,1‘ die Lupe mit der Linse LZ, und dem Augendeckel A. 
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Das hintere, dem Augendeckel A zugewendete Fernrohr mit den 
Linsen L,. L, und L, sowie dem fiir die Abblendung der Strahlen- 
biindel unwirksamen Augendeckel 0, dient der Verlangerung der sonst 
unbequem kurzen Lupe und der VergréBerung des Gesichtsfeldes. 
A und h, bzw. A, sind aquidistante Bildebenen, so daB, bei reziproker 
Betrachtung des Strahlengangs, unter Vermittlung der Linse ZL, und 
der Kugelfliche an 7 ein scharfes Bild der Offnung des Augendeckels 
A auf h, bzw. h, entworfen wird. Die Offnung am Augendeckel A 
ist so groB gewahlt, daB ihre auf h, bzw. h, liegenden Bilder kleiner sind 
als der 3.5mm _ betragende Durchmesser der Tauchstibe 7, bzw. 7, 
Durch diese MaBnahme wird erreicht, daB beide Vergleichsseiten des 
Gesichtsfeldes von dem gleichen Lichtstrom durchflossen werden, 
somit im unbeeinfluBten Instrument gleich hell erscheinen miissen. 
A erzeugte virtuelle Bild vom Gesichtsfeld 


Das von der Lupe L, 


G, wird unter Vermittlhing der Fernrohrlinsen L, und L, in der Ebene 
bei G, abgebildet und mit dem Fernrohrokular 1, vom Okulardeckel 
0, aus betrachtet. Gleichzeitig wird in der Offnung des Okulardeckels 
O, ein Bild der Austrittspupille bei A des Kolorimeters erzeugt, welches 
kleiner als die Offnung O, ist. Die eigentliche Austrittspupille des 
Kolorimeters wird somit in die Pupille des betrachtenden Auges 
projiziert. 

Die Orte h, bzw. h, werden demzufolge in der Offnung O, ab- 
gebildet. Mit der vorschlagbaren Lupe L,, welche auf O, scharf ein- 
zustellen ist, kann erkannt werden, ob auf den Flachen h, bzw. h, 
Schmutz oder Luftblasen haften. ZweckmaBig wird hierbei _jeweils 
das Licht einer Vergleichsseite mittels eines Stiickchens dunklen 
Papiers usw. — in den Strahlengang zwischen P und S eingefiihrt 
abgedeckt. 

Mittels der drehbaren Revolverscheibe R kénnen Farbfilter, und zwar 
Gelb, Rot, Griin und Blau vor die Offnung O, eingeschaltet werden. 


b) Mechanische Konstruktion. 


Das AuBere eines von mir benutzten Modellapparats ist in Abb. 2 
gegeben. 

Vor den das Instrument tragenden Stativfub ist die Beleuchtungs- 
kugel der Firma F. Schmidt und Haensch leicht abschraubbar eingehangt . 
Die innen geweibte Kugel tragt zwei kleine Gliihbirnen, die mit 4 Volt 
(zwei Akkumulatoren) gespeist werden. Sie gewahrt eine gleichmabige, 
feststehende, helle Beleuchtung, ohne den Beobachter durch Nebenlicht 
zu storen. 

Der StativfuB tragt die Fiihrungsschienen S, und 8S, fiir die Ver- 
schiebung der Kannen K, und K,. Die Schienen tragen die Trieb- 


verstellung ¢, die mit einer Noniuseinteilung von mm versehen ist, 


1 
10 
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und sind auf der dem Beobachter zugewandten Seite mit einer Milli- 
meterteilung versehen. Die jeweils wirksame Schichtdicke wird an 
den Indizes /, und -/, abgelesen. Die am Trieb befestigten Metall- 
fassungen W, und W, sind schlieBbar und umfassen Metallringe, welche 
die Kannen A, und A, fest umschliefen. Die Kannen kénnen aus W, 
und W, herausgezogen werden. Die Tauchkannen fassen, bis zur Fiill- 


marke F,, F, gefillt, 1,0ccem Fliissigkert. Ihr Volumen — bis zum 





Abb. 2. 


Rande gefiillt — betragt etwa 3ccm. Die Schichthéhe betragt dann 
etwa 70mm. Die Kannen besitzen an ihrem Fassungsring einen An- 
schlag, um ihre Stelhing, wenn sie in W eingesetzt sind, genau zu fixieren. 
Dies ist notwendig, da das System ..1*‘ gegen ,,2“ in der Frontalebene 
umeinen Millimeter verschoben ist zur Erzielung einer scharfen Trennungs- 
linie der Gesichtsfeldhalften. Hierdurch ist die frontale Stellung von 
1 und 2 nicht gleich, wodurch wieder eine Fixierung der Kannenstellung 
notwendig wird. Die Kannen sind an ihrem unteren Ende durch Deck- 
glas, Gummi- oder Lederring und Schraubkappe verschlossen. 
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Die Kannen und mit ihnen die Tauchstabe 7’, und 7, werden 
von einem Glasschutzzylinder Z, bzw. Z, umgeben, der abschraubbar 
am Kopfe des Stativs befestigt ist. Der Schutzzylinder tiberragt 7; 2 
und reicht bei véllig hochgeschraubter Kanne bis zur Bodenfliche der 

‘anne hinab. Der Schutzzylinder tragt an seinem unteren offenen Ende 

seitlich zwei Ausschnitte u, und u, bzw. u, und u,, die ein wenig 
iiber die Begrenzungsfliche des unteren Endes des Tauchstabes 7’; , 
hinaufreichen. 

Der Schutzzylinder schiitzt die leicht zerbrechlichen Tauchstabe 
7,2 vor unvorsichtiger Berihrung, die seitlichen Ausschnitte ge- 
statten hierbei doch ein vorsichtiges Reinigen der unteren Tauchstab- 
flache. 

Bei vélligem Hinaufschrauben der Kannen wiirden die Tauchstab- 
enden auf den Kannenboden stoBen, wodurch die Tauchstabe beschadigt 
werden kiénnten. Der Kannentrieb sté8t daher bei vélligem Hinauf- 
schrauben an einen Anschlag, der bedingt, daB Tauchstabfliche und 
Kannenboden sich nicht beriihren. Der Abstand wird bei allen 
Instrumenten gleich gemacht und betrigt 1/,)mm. 

Die Tauchstibe 7, und 7, sind mitsamt ihren Schutzhiillen Z, 
und Z, am Stativkopf derart befestigt, daB sie von einer Platte 8 
getragen werden, die mit den an ihr befestigten Teilen aus dem Stativ 
herausgezcgen werden kann. Hierdurch ist eine leichte Reinigung von 
T, und T, erméglicht, da Z, und Z, gleichzeitig als SpiilgefaBe 
dienen. Bei Wiedereinfiihrung von S gewihrleistet der Anschlag a 
die richtige Stellung der Tauchstabe. 


Ill. Handhabung des Instruments. 


Die Handhabung des Instruments ist einfach, doch erfordert sie véllig 
genaue Befolgung der hier gegebenen Vorschriften. 

Véllige Sauberkeit des Arbeitens ist Voraussetzung fiir einwandfreie 
Messungen. Verunreinigungen, Fasern, Schmutzpartikelchen, die eventuell 
bei Kolorimetern mit 50 ccm Fassungsvermégen nicht stéren, geben deutlich 
Stérungen bei dem geringen Querschnitt der hier verwandten Tauchstabe 
bzw. Lichtbiindei. Alle anzuwendenden Lésungen miissen daher faserfrei 
filtriert sein. Dies gelingt leicht bei Anwendung quantitativer Filter 
(Schwarzband geniigt) 8S. & S. Andere Filtrierpapierarten geben 
Fasern ab. 

GréBte Vorsicht muB hinsichtlich der Tauchstaébe 7 und 7, herrschen. 
Dieselben sind spréde und leicht zerbrechlich und ihr Ersatz kostspielig 
Die Schutzzylinder Z, und 7, sollen nur, wenn unbedingt notwendig, 
entfernt werden. Es empfiehlt sich, die Tauchstabe tiberhaupt nicht mit 
den Fingern anzufassen, was sich vollkommen eriibrigt. 

Die Messungen sollen zweckmaébig im Dunkelzimmer geschehen. 
Zuniachst wird beim Aufbau der Apparatur die Beleuchtungskugel am Stativ 
eingehingt und mit den dazu vorhandenen Schrauben befestigt. Die 
Kontakte der Beleuchtungskugel werden mit zwei hintereinandergeschalteten 
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Akkumulatoren verbunden. Es empfiehlt sich, in einen Zuleitungsdraht 
einen Stromschliissel einzuschalten. 

Nunmehr wird die Platte S mit den an ihr hangenden Tauchstaben 
und Schutzzylindern in das Stativ eingesetzt. Es mu8 darauf geachtet 
werden, da8 die Platte fest bis zum Anschlag eingesetzt wird, damit die 
Tauchstabe genau auf die ihnen zukommenden Stellen geraten. Vor dem 
Einsetzen werden die Stabe gereinigt. Diese Reinigung geschieht auch nach 
Schlu8 jeder Messungsserie. Hierbei werden die Schutzzylinder, die in 
ihren Fassungen auf der Platte S eingeschraubt sind, als SpiilgefiBe be- 
nutzt. Die Zylinder werden mit aqua dest. gefiillt, wodurch 7’ gewaschen 
wird, und schlieBlich werden sie durch Fiillen mit reinem Alkohol 
getrocknet. Wahrend des Arbeitens selbst werden die Tauchstabe am besten 
dadurch gereinigt, daB die mit reinem Wasser gefiillten Kannen hoch- 
geschraubt werden. Die Tauchstiébe kénnen entweder an der Luft trocknen, 
oder werden durch Eintauchen in mit Alkohol gefiillte Kannen getrocknet. 
Am zweckmaBigsten ist es, wie weiter unten beschrieben, daB sie 
wahrend der Arbeit iiberhaupt nicht getrocknet, sondern mit der zu unter- 
suchenden Lésung abgespiilt werden. 

Sind die gereinigten Tauchstabe in die Apparatur gefiigt, so werden die 
Kannen gereinigt. Dies gelingt leicht, da die Bodenplatte durch Lésung der 
Fassung s, und s, abgenommen werden kann. Die Kannen werden eben- 
falls mit aqua dest. und Alkohol gereinigt. Wahrend der Arbeit sollen die 
Kannen nicht getrocknet werden. Es ist zweckméBiger, auch sie durch 
Vorspiilen mit den einzufiillenden Lésungen zu reinigen. 

Auf keinen Fall sollen Tauchstébe oder Kannen mit Tiichern oder 
dergleichen in Beriihrung kommen, da diese nur Fasern abgeben, die schlecht 
zu entfernen sind. Fasern lassen sich am leichtesten nicht durch Wischen 
entfernen, sondern dadurch, daB man die vdéllig trocknen Glasteile mit 
einem Geblaseball oder dergleichen abblast. 

Beim Zusammensetzen der Kannen ist darauf zu achten, da®B der 
Gummiring, der die Bodenplatte dichtet, sich nicht verschiebt und in das 
Gesichtsfeld geriit. \ . 

Nach dem Reinigen werden die Kannen mit den zu vergleichenden 
Lésungen gefiillt. 

Hierzu zieht man sich ein Glasrohr derart aus, daB man ein kapillares 
bzw. verjiingtes Stiick von der Lange der Tauchkanne erhalt. Es ist ratsam, 
sich beim Arbeiten mit dem Mikrokolorimeter stets mehrere_ solcher 
Kapillaren vorritig zu halten. Der nicht ausgezogene Glasteil soll 5 bis 
10 cm lang bleiben. 

In diese Fiillréhrchen saugt man, pipettenartig, die einzufiillende 
Fliissigkeit hoch und fiillt sie derartig in die Kannen, da8 man mit der 
Kapillaren bis auf den Kannenboden hinabtaucht und dann erst die Fliissig- 
keit einflieBen la8t. Hierdurch wird vermieden, daB sich Luftblasen, die 
schwer ohne AusgieBen der Fliissigkeit entfernbar sind, in dem Kannen- 
zylinder festsetzen. Man fiillt bis zur Fiillmarke oder noch etwas mehr 
Fliissigkeit in den Kannenkelch, wozu man etwa 1,3cem gebraucht. In 
die andere Kanne fiillt man die Vergleichslésung. Es ist zur Erhéhung 
der Messungsgenauigkeit zu empfehlen, die Vergleichsléisung der Unter- 
suchungslésung méglichst anzupassen, jecdenfalls nicht iiber ein Konzen- 
trationsverhiltnis 1:2 unnétig hinauszugehen. 

Sind die Kannen vor der Fiillung nicht trocken, so fiillt man sie einmal 
mit der zu untersuchenden Lésung, schiittelt die Lésung durch kraftiges 
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Schlagen mit der Kanne aus und fiillt sie dann endgiiltig aufs neue. Die 
Kannen werden dann in das Stativteil w eingesetzt. 

Es muB sorgfaltig darauf geachtet werden, da8 der aufklappbare Ring 
Wa u.2) dureh die Offnung des Seitenansatzstiickes, der sich an dem Fassungs- 
ring uer Tauchkanne befindet, hindurchgesteckt wird. Der Ansatzteil wird 
dann soweit nach hinten — zum Untersucher — gedreht, bis er an seinen 
Anschlag am Stativ ansté8t. Nur dann sitzt die Kanne richtig zentrisch. 
Wird auf die richtige Kanneneinfiihrung, die viel schneller geschieht als sie 
beschrieben wird, nicht geachtet, so sitzt die Kanne nicht in ihrer richtigen 
Stellung und zerbricht beim Hinaufschrauben den Tauchstab. 

Um bei fortlaufenden Messungen ein sténdiges Reinigen der Kannen zu 
ersparen, empfiehlt es sich, sich mehrere Kannen, die einzeln beziehbar 
sind, anzuschaffen. Die Kannen miissen in jedes Instrument einjustiert 
werden. 

Sind bei fortlaufender Messung die Tauchstaébe noch von der Unter- 
suchung der vorangehenden Lésung na®B, so werden sie dadurch gereinigt, 
da8 man sie in die Kannen, die zum Vorspiilen mit der Untersuchungs- 
lésung gefiillt sind, eintauchen laBt. 

Nunmehr kann die eigentliche Messung vor sich gehen. Sie beginnt 
damit, daB man die Tauchstaébe in die Kannen durch Emporschrauben der 
letzteren eintauchen laBt. Hierbei mu8 man langsam eintauchen und datauf 
achten, daB sich kein auch noch so geringes Luftblaschen unter den Tauch- 
stab setzt. Geschieht dies, so muB man austauchen und das Eintauchen 
nochmals wiederholen. Mitunter sitzen Luftblischen so hartnickig an der 
unteren Tauchstabfliche, da8 wiederholtes Ein- und Austauchen sie nicht 
entfernt. Man mu8 dann die untere Tauchstabfliche am besten mit einem 
weichen Lederstiicken abtupfen. Man taucht die Kanne vdllig aus, dreht 
einen Lederzipfel spiralig zusammen und tupft, durch den Ausschnitt des 
Schutzzylinders hindurch die Bodenfliche ab. Fast stets li8t sich dann 
sofort der Tauchstab luftblasenfrei eintauchen. 

Man riihrt durch schnelles Auf- und Niederschrauben der Kannen die 
Fliissigkeit gut durch und schraubt dann die Kannen so weit als méglich 
hoch. Jetzt schligt man die Vorschlagslinse L, vor das Okular und stellt 
sich durch vorsichtiges Drehen derselben den Augendeckel scharf ein. 
Man sieht den Augendeckel als kleinen hell beleuchteten Kreis im Okular. 
Nunmehr bedeckt man mit einem Stiickchen Karton — man kann das 
Bedecken auch leicht mit der Hand ausfiihren — je ein Fenster, das iiber 
dem Beleuchtungsprisma P, und P, liegt und schaltet so die Beleuchtung 
einer Kanne aus. Man betrachtet daher dann nur die von einem Tauchstab 
beleuchtete Austrittspupille bzw., da diese und das untere Ende des Tauch- 
stabes aiquidistante Bildebenen sind, das untere Ende des einen beleuchteten 
Tauchstabes. Man sieht Fasern oder Verunreinigungen sofort und erkennt 
auch Luftblasen. Dieselben zeigen sich oft dadurch,.da8 das Bild der 
Augenpupille nicht kreisrund, sondern ausgezackt erscheint. Sodann ver- 
deckt man das andere Fenster und beobachtet die Bodenfliche des zweiten 
Tauchstabes. 

Diese Untersuchung ist in wenigen Augenblicken ausgefiihrt. Es ist 
unbedingt notwendig, sie vor jeder Messung vorzunehmen. Nur durch sie 
sind stérende kleine Luftblischen zu erkennen, und nur dann ist die 
Messung einwandfrei. Luftblasen am Tauchstab sind wie beschrieben zu 
entfernen. Luftblasen in der Kanne kénnen nur durch neue Fiillung der 
Kanne beseitigt werden. 
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Zeigt die Beobachtung des Augendeckels einwandfreien Strahlengang, 
so stellt man die Kanne einer Seite auf eine geeignete Héhe. Gewdhnlich 
wird man sie auf halbe Hohe also etwa 30 mm stellen. Bei vélligem Herauf- 
schrauben zeigt der Index nicht genau 0. Dies liegt daran, daB der Tauch- 
stab nicht auf den Boden der Kanne aufsté8t, sondern vorher durch einen 
Anschlag die Kanne aufgehalten wird. Die Einstellung der Skala geschieht 
nun beim Justieren der Instrumente in der Fabrik ohne Anschlag derart, 
daB bei vélligem Eintauchen bis zur Kannenbodenfliche der Index 0 zeigt. 
Die an der Skala vom Untersucher beim Messen abgemessene Tauchhéhe 
in Millimetern ist also die richtige. Jetzt lasse man das Auge eine Zeitlang 
bei vélliger Dunkelheit adaptieren, stelle sich die Trennungslinie der beiden 
Gesichtsfeldhalften nach Fortklappen der Vorschaltlupe mittels des Okular- 
fernrohres scharf ein und stelle ohne Vorschalten eines Farbfilters durch R 
auf gleiche Helligkeit beider Gesichtsfeldhalften ein. Es ist sehr zu empfehlen, 
mehrere, etwa zehn Einstellungen zu machen und den Durchschnittswert 
zu nehmen. Lassen sich nicht genaue Einstellungen ausfiihren, so schalte 
man durch Drehen von FR Farbfilter ein, die oft die Messung sehr erleichtern. 
Das Einstellen soll pendelnd um die ,,Gleichgewichtslage‘‘, etwa wie die 
Handhabung der Mikrometerschraube beim Mikroskop erfolgen. Bei dem 
beschriebenen Instrument erscheinen die Gesichtsfeldhalften in bezug auf 
die TauchgefaBe gekreuzt, d. h. die linke Gesichtsfeldhalfte entspricht dem 
rechten Tauchgefa8 und umgekehrt. 

Die durch die Ablesung sich ergebenden Tauchhéhen verhalten sich 
umgekehrt proportional den Konzentrationen, wie bei jedem anderen 
Tauchkolorimeter. 

IV. Priifung des Instruments. 


Fiir die Priifung von Kolorimetern fand ich am geeignetsten Ver- 
diinnungen von ,,Pelikan‘‘-Ausziehtuschen (Giinther Wagner, Hannover 
und Wien). Verwendet man zu kolorimetrischen Messungen beliebige Farb- 
stoffe, wie Anilinfarben usw., so findet man oft véllige Unproportionalitat 
zwischen Farbtiefe und Schichthéhe, da eine groBe Zahl von Farbstoffen 
nicht dem .Beerschen Gesetz folgen, 

Dagegen haben sich die angegebenen Tuschen, und zwar: fiir Rot 
»Zinnober“, fiir Blau ,,Ultramarin“‘ und fiir Griin ,,Griin hell“ sehr gut 
bewahrt. Eine geeignete Konzentration fiir Messungen gibt etwa eine 
wisserige 0,1 Vol.-proz. Tuscheverdiinnung. Die Verdiinnungen lassen sich 
faserfrei filtrieren. Sie halten sich einige Stunden, spater verandert sich die 
Farbung, und die Lésung wird unbrauchbar. 

Die Eignung einer Farbung fiir die Kolorimetrie wachst im allgemeinen 
vom Gelb zum Blau im spektralen Sinne. Gelbe oder braéunliche Lésungen, 
die schwer zu kolorimetrieren sind, lassen sich oft leichter beim Vorschalten 
geeigneter Farbfilter, meist der Komplementarfarben messen. Die Konzen- 
tration einer zu kolorimetrierenden Lésung mu in bestimmten Grenzen 
liegen. Zu hohe Konzentration macht eine Messung ebenso unmdglich, wie 
zu niedrigere. Die Lésungs oll in der zu untersuchenden Schichtdicke das 
Licht des Spektralteils ihrer maximalen Absorption nicht véllig ausléschen, 
sondern noch etwas von demselben durchgehen lassen. Die geeignete 
Konzentration l48t sich durch Priifung einiger Verdiinnungen mit einem 
Spektroskop — es geniigt ein kleines Taschenspektroskop — leicht er- 
mitteln. 

Mit derartigen Farblésungen ist die Genauigkeit der Messungen des 
Mikrokolorimeters eingehend gepriift worden. 
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Es wurden Verdiinnungen der Tuschen derart untersucht, daB gleiche 
Lésungen bei verschiedenen, variierten Schichthéhen (zwischen 9,2 bis 
59,2 mm) eingestellt wurden. Dann wurden dieselben Lésungen bei Ver- 
tauschung der beiden Kannen gemessen. um die Symmetrie des Instruments 
zu priifen. Und schlieBlich wurden verschiedene Konzentrationsverhiltnisse 
gemessen. Es wurden rote, griine und blaue Farblésungen untersucht. 
Einen Auszug aus den Resultaten geben die Tabellen im Anhang. Sie 
zeigen, da®B der Messungsfehler von Ablesungen bei Vergleich gleicher 
Konzentrationen, die aus dem Durchschnitt von zehn Ablesungen ermittelt 
wurden, 0,5 Proz. nicht iiberschreitet. Bei Messungen von Konzentrationen 
im Verhaltnis 1:2 betrug der durchschnittliche Fehler 1,1 Proz. Dieses 
Ergebnis erfolgte bei Ubung des Untersuchers. Es wurden jedoch 
Priifungen auch von anderen, nicht besonders geiibten Beobachtern aus- 
gefiihrt, die zeigten, daB ein Fehler von etwa 1 bis 1,5 Proz. bei den 
Messungen mit dem Mikrokolorimeter nicht iiberschritten zu werden braucht. 





Vv. Anhang. 
Tahelle I. 
Kolorimeter |!Schichthdhe, mm:|| 59,2 | 4,2 | 92 | 2,2 | 192 | 9,2 
: ? — 
Steaks : 12 Einstellung links 80 00 100 110 120 130 
Durchschnitt 
von 10 Ab- 80.16 89.99) 100,04 109.95 120,00 130,05 
A. lesungen rechts , 
Pelikantusche Proz. Fehler 03 0 0 0 0 0 
(Giinther und § Durchschnitt 
Wagner) von 10 Ab- 
,Zinnober* lesungen nach 79,67 89,69 100,12 109,85 119,93 130,11 
etwa 0,1 Proz. | Umtausch der 
, Kannen 
Ptoz. Fehler 0,6 0,6 0.3 05 04 1.2 
‘ 
Durchschnitt 
von 10 Ab- 79.83 89.95! 99.78 109.75 119,67 | 130,04 
lesungen rechts 
B. Proz. Fehler 03 0.2 0.6 0.9 17 0.4 
ii 
: elikantusche Durchschnitt 
, Griinhell 
etwa 0,1 Proz von 10 Ab- 
1.23 7 lesungen nach 80,10 89,82 100,25 110,07 119,94 130,09 
Griin + 
Umtausch der 
Kannen 
Proz. Fehler 0,2 0.4 06 02 0.3 01 
Durchschnitt 
von 10 Ab- 80.15 90.05 100,16! 110,07 120.08 | 130,06 
lesungen rechts 
C. Proz. Fehler 0.3 0.1 04 0.2 04 0.7 
Pelikantusche . 
_Ult osin® Durchschnitt 


von 10 Ab- 
— lesungen nach 79,80 89,82 100,07 | 109,77 | 119,86 129,91 
Umtausch der 
Kannen 
Proz. Fehler 03 0.4 0,2 08 0.7 1.0 





Gesamtfehlerdurchschnitt 0,4 Proz. 
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Tabelle II. 


Messrincen der Konzentrationsverh4ltnisse 1: 2. Kolorimeter-0-Punkt 139.2 





Blau Grin Rot 
Farbe Pelikantusche Pelikantusche Pelikantusche 
~Ultramarin* ~griin hell* »Zinnober* 
Eingestellt links 110 + 80 110 2 80 110 + 80 
Durchschnitt % X ra 
von 10 Ab- - = = 
lesungen rechts 80,45 = 110,30 80,45 = 109.40 80,33 = 110,07 
Verhaltnis der | 5275 = 2890 58,75 | 2980 5887 — 2013 
emessenen ra) o o 
or rrahen 29,20 eS 59,20 29.20 g 59.20 29.20 eg 59,20 
= 2 e 
Proz. Fehler 06 2.4 0.6 < 0,7 08 1,6 


Durchschnittlicher Fehler 1,1 Proz. 





























Mikrokolorimetrische Stickstoffbestimmung. (esamt- und 
Rest-N-Bestimmung in Bluttropfen. 


Von 
Hans Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charit:.) 


( Eingegangen am 20. September 1926 ) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


I, 

Die iiblichen, meist auf kolorimetrischem Prinzip beruhenden 
Mikromethoden in der Biochemie fassen im allgemeinen Substanz- 
mengen bis zu 0,l mg. Es war jedoch wiinschenswert, Methoden zu 
besitzen, die bei Beibehaltung der tiblichen analytischen Arbeitstechnik 
die zu analysierenden Substanzmengen um eine Zehnerpotenz und 
mehr hinuntersetzten. 

Solche Methoden kénnen dadurch gegeben werden, dab die 
Empfindlichkeit bestimmter Triibungsreaktionen und ihre nephelo- 
metrische Messung vereint werden mit kolorimetrischen Methoden, 
die fiir kleinere Volumina; als bisher tiblich, umgestaltet worden sind, 
und deren kolorimetrische Bestimmung dann mit dem 1 ccm Volumen 
erfordernden Kleinmannschen Mikrokolorimeter erfolgt. 

Diese Methodik gestattet, bei der Bestimmung der in der Blutanalyse 
iiblichen Substanzen, mit wenigen Tropfen Blut oder Kérperfliissigkeit 
auszukommen. 

Da entsprechende nephelometrische Methoden schon seit einer 
Reihe von Jahren vom Verfasser veréffentlicht worden sind, so sollen 
sie in diesem Zusammenhang in folgenden Arbeiten nur in kurzem 
Auszug mit den Angaben fiir die Technik der Blutanalyse, die fiir 
den speziellen Zweck noch notwendig sein sollten, gegeben werden. 

In vorliegender Arbeit wird die an die bisherige kolorimetrische 
Bestimmung des Stickstoffs sich anschlieBende mikrokolorimetrische 
N-Bestimmungsmethode gegeben werden. 
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Sie gestattet, N-Mengen bis zu 5g") schnell und mit wenigen 
Prozent Fehler (1 bis 2 Proz., fiir Mengen bis zu 10 ug hinunter) zu 
bestimmen. Es ist daher méglich, fiir die Gesamt-N-Bestimmung 
im Blute mit 0,002ccm Blut und fiir die Rest-N-Bestimmung mit 
0,lcem (wenn mit Parallelen gearbeitet werden soll mit 0,2 ccm) 
auszukommen, der leicht aus wenigen Bluttropfen zu gewinnen ist. 


Die mikrometrische N-Bestimmung bedient sich der bekannten 
Kjeldahischen Veraschung, der Wasserdampfdestillation des NH,, 
der Nesslerisation und schlieBlich der mikrokolorimetrischen Messung. 


Trotzdem jede einzelne Analysenstufe an sich bekannt ist, bedurfte 
sie einer genauen Bearbeitung bzw. Umarbeitung, um sie fiir die mikro- 
kolorimetrische Analyse geeignet zu machen. 


Es war zu bearbeiten: 


1. Abmessung des Untersuchungsmaterials, die nicht, wie bei der Bang- 
schen Methodik, durch Abwagen von mit Lésungen getrainkten Filtrierpapier- 
plattchen, sondern durch direkte Volumenmessung vorgenommen wird, und 
Vorbereitung des Untersuchungsmaterials, wie z. B. Enteiwei®ung fiir 
Rest-N-Bestimmungen. 

2. Apparatur zur Veraschung des Untersuchungsmaterials und zur 
Wasserdamp/}destillation des NH,. Bei manchen Vorschriften zur Mikro- 
N-Bestimmung (z. B. bei der ,,minimetrischen Methode der Blutunter- 
suchung** nach Mandel und Steudel) wird eine direkte Nesslerisation des 
veraschten Materials vorgenommen. MHiervon wurde abgesehen, da ein 
hoher Salzgehalt der zur Nesslerisation vorliegenden Lésung — wie ein 
solcher durch Neutralisation der nach Kjeldahl veraschten Substanzlésung 
bedingt wird — sehr leicht zu Triibungen beim Nesslerisieren fihrt. Da 
peinliche Klarheit der Lésungen Vorbedingung fiir die mikrokolorimetrische 
Untersuchung ist, wurde prinzipiell die — sehr rasch auszufiihrende — 
Wasserdampfdestillation des NH, fiir ein exaktes Kolorimetrieren fiir 
notwendig erachtet. 


Es wurde eine fiir die GréBenverhaltnisse der mikrokolorimetrischen 
Analyse geeignete Apparatur gegeben, mittels der das gebildete NH, mit 
einem Volumen von 2 bis 3ccm Wasser hiniiberdestilliert wird, so daB 
das endgiiltige, fiir die kolorimetrische Untersuchung vorliegende Fliissig- 
keitsvolumen 5 ccm betragt. 

Dieses Volumen gestattet einerseits noch ein bequemes Arbeiten bei 
der Destillation und der Volumenabmessung, andererseits ermédglicht es 
ein geniigendes Vorspiilen der KolorimetergeféBe bzw. ein mehrmaliges 
Fiillen derselben, da hierzu ja nur 1 ccm Volumen notwendig ist. Eine den 
GréBenverhaltnissen entsprechende Apparatur zur Veraschung wurde 
angegeben. 





1) 1 wg = 0,001 mg. 
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3. Vorschriften zur Reinigung der fiir die Analyse notwendigen Reagenzien. 
Es zeigte sich, daB bei der geringen GréBe der zu bestimmenden N-Mengen 
der Blindwert auch der reinsten handelsiiblichen Reagenzien zumal 
wenn dieselben eine Zeitlang im Laboratorium gebraucht worden waren 
wie z. B. konzentrierte H,SO,, Kjeldahllauge, aqua dest. usw. sehr stérend 
hervortrat und mitunter die zu bestimmende N-Menge nicht unerheblich 
iiberschritt. Es muBten daher Methoden gegeben werden, alle benétigten 
Reagenzien zu reinigen. Es gelang auch, solehe Methoden auszuarbeiten, 
die die Reinigung verschiedener Materialien ohne allzu groBe Miihe ge- 
statteten. Um aber den Untersucher, der mit der Methodik arbeiten will, 
nicht mit der Materialreinigung zu belasten, hat die Firma C. A. F. Kahlbaum 
es tibernommen, reinste Reagenzien fiir die mikrokolorimetrische Analyse in 
den Handel zu bringen, die in dem fiir die Analyse notwendigen Volumen 
in Ampullen eingeschmolzen sind, so daB eine Verunreinigung durch die 
Laboratoriumsluft nicht in Frage kommen kann. 


Da aber mancher Untersucher es vielleicht vorzieht, sich die Reagenzien 
selbst zu reinigen, und da manche Lésungen — wie Vorlagesiiure — selbst 
bereitet werden sollen, da ihre Herstellung miihelos ist, wurden besondere 
Sicherheitsflaschen zur ammoniaksicheren Aufbewahrung dieser Lésungen 
angegeben. 


4. Herstellung eines geeigneten Nesslerreagenses. Da zur Herstellung 
brauchbaren Nesslerreagenses sehr mannigfache Vorschriften gegeben sind, 
besteht eine gewisse Unsicherheit in der Wirkung dieses Reagenses. 


AuBerdem sind manche Vorschriften, wie z. B. die des bekannten 
Nesslerreagenses nach Folin, umsténdlich und zeitraubend. 


Sowohl das Folinsche Reagens als auch andere zeigen bei ihrer An- 
wendung oft Triibungen der nesslerisierten Lésungen. Diese lassen sich 
mit Sicherheit auch nicht vermeiden, wenn man nach der Angabe Folins 
voéllig carbonatfreie Laugen verwendet. 


Erhalt man aber klare Lésungen bei der Nesslerisation, so stimmt 
oftmals, nicht das proportionale Verhalten der Farbtiefe zur Schichthéhe bei 
Variation der Konzentration. 


Aus friiheren Arbeiten war mir bekannt, da8 das nach der einfachen 
Autenriethschen Votschrift bereitete Nessler klare Lésungen liefert. Dies 
bestatigte sich bei erneuter Uberpriifung. Es zeigte sich aber, daB die mit 
Autenriethschem Reagens versetzten Lésungen nach kurzer Zeit einen ganz 
feinen, staubférmigen roten Niederschlag (Mercurijodid?) aufwiesen, der 
bei Anwendung der iiblichen Kolorimeter kaum aufgefallen wire, die 
mikrokolorimetrische Messung aber vereitelte. Es muBte daher die Zu- 
sammensetzung des Nesslerreagenses durch Variation der Alkalitaét und des 
Kaliumjodidgehalts systematisch variiert werden, bis es gelang, ein vdllig 
zuverlassiges und schnell zu bereitendes Nesslerreagens zu ermitteln, das 
stets klare nesslerisierte Lésungen liefert, keinerlei Ausfallungen hervorruft 
und volle Proportionalitat zwischen Farbtiefe und Konzentration — 
bzw. richtiger Schichthédhe — aufweist. 


5. Die Priifung der Methodik an Lésungen bekannten N-Gehalts 
und Feststellung ihrer Grenzen und ihres Fehlerbereichs. Die Ubertragung 
der Methodik auf die Blutanalyse bzw. die Rest-N-Bestimmung und Ver- 
gleich der mikrokolorimetrischen Rest-N-Bestimmung mit einer Makro 


titrationsmethodik. 
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Ill, Apparaturen zur mikrokolorimetrischen N-Bestimmung'). 


1. MeBgefagpe. Zur Autnahme von Untersuchungslosungen bzw. von 
Blut dienen Flaschchen von 1 ccm Inhalt. Dieselben tragen keine Hals- 
verjiingung, sondern sind gleichmaBig zylindrisch, um ein Hineinfallenlassen 
von Blutstropfen zu erleichtern. Sie sind durch eingeschliffenen Stopfen 
schlieBbar, so daB ein Transportieren des Materials leicht ist. Da fiir 
Parallelbestimmungen des Rest-N 0,2 cem Blut notwendig und ein geringer 
Uberschu8 beim Pipettieren angenehm ist, so enthalten sie eine Marke 
bei 0,25 cem, nach der sich der die Blutstropfen abnehmende Untersucher 
ungefihr richten kann. Fiir eine Bestimmung geniigt 0,1 ccm Blut. 

Zur Abmessung der Blutmenge dienen 0,1 und 0,2 cem_ fassende 
in 1/9 ccm geteilte auf Einsaugen geeichte Kapillarpipetten. 

Zur EnteiweiBung des Blutes dienen gleichartige Pipetten und wird 
ein 5 ccm fassender, graduierter MeBzylinder mit eingeschliffenem Stopfen 
gleicher Art wie als Vorlage beim Destillationsapparat (s. d.) verwandt. 

2. Gerdte zur Veraschung (Abb. 1). Das zu veraschende Material 
kommt in ein kleines Kjeldahlkélbchen, das bis zum Beginn des Halses 
etwa 20 ccm faBt. Das Kélbchen 
kann — je nach der gewahlten 
Destillationsapparatur einen 
fiir diese Apparatur bestimmten 
Schliff tragen. Es wird von 
einem seiner GréBe entsprechen- 
den Dreifu8 mit Drahtnetz und 
Halter getragen und mit einem 
Brenner, der der gleiche wie 
der zur Destillation dienende 
ist, erhitzt. 

3. Destillationsapparatur (Ab- 
bildung 2). Dieselbe besteht aus 
einer den GréBen des Kjeldahl- 
kélbchens und einigen Besonder- 
heiten der Destillation kleiner 
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Abb. 1. Etwa '), natirl. GréBe. Abb. 2. Etwa '/, natiirl. GréBe. 

1) Simtliche angegebenen Apparaturen werden von der Firma: Ver- 
einigte Fabriken fiir Laboratoriumsbedarf G.m.b.H., Berlin N 39, 
Scharnhorststr. 22, in den Handel gebracht. 
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Mengen angepaBten Wasserdampfdestillationsapparatur. Sie wird von 
einer Stativstange eines ihr angepaBten Stativs gehalten. Das Stativ tragt: 

Mittels federnder Klemme einen Mikrobrenner. 

Einen Ring mit Baboblech, in dem das etwa 100 ccm fassende KéIbchen 
zur Dampferzeugung ruht. 

Eine federnde Klemme fiir den Kjeldahlkolben. 

Eine breite federnde Klemme fiir den Kiihler. 

Eine Federklemme fiir das VorlagegefaB. 

Die Destillationsapparatur zeigt als Abweichung von den iiblichen 
gréBeren Formen: Eine Hahnverbindung des Wasserdampfkolbens mit 
der AuBenluft, eine doppelte Kugelsicherung mit Tropfenfanger gegen 
Uberspritzen des Kjeldahlkolbeninhalts, eine starke Neigung sdmtlicher 

















Abb. 3. Etwa '/, natiirl. Grobe. 


abfiihrenden Wege, eine fiir 5 ccm graduierte Vorlage, die zur Erhéhung 
der Genauigkeit der Abmessung so eng als méglich gewahlt ist, aber noch 
bequem in ihrer ganzen Lange iiber das Endrohr des Kiihlers gefiihrt werden 
kann. Alle abnehmbaren Glasteile sind mittels Schliff verbunden. Die 
Apparatur wird mit einer Serie (6 bis 12) zum Schliff der Destillations- 
apparatur passenden eingeschliffenen Kjeldahlkélbchen von den V. F. L.?) 
geliefert. Die Apparatur kann auch ohne Schliffe nur mit Gummistopfen- 
verbindung geliefert werden, die Destillationen lassen sich mit Genauigkeit 
auch mit einer Gummistopfenapparatur ausfiihren. Beobachtungen friiherer 
Zeit, da8 Gummistopfen Substanzen abgeben, die mit Nessler Triibungen 
erzeugen, beruhten auf dem minderwertigen Material des seinerzeit be- 
nutzten Kriegsgummis und konnten neuerdings nicht wiederholt werden. 
Doch gebe ich trotzdem hinsichtlich Genauigkeit, Handlichkeit und Sauber- 
keit der Schliffapparatur den Vorzug. 

4. Sicherheitsflaschen (Abb. 3). Zur NH,-sicheren Aufbewahrung von 
Lésungen — soweit nicht Séuren und Laugen in Ampullen bezogen werden — 


1); Siehe FuBnote S. 290. 
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bedarf es gegen die AuBenluft gesicherter Aufbewahrungsflaschen. Fiir die 
Methodik sind zur Aufbewahrung der Verdiinnungsfliissigkeit und der 
Vorlagesiure zwei Sicherheitsflaschen notwendig. 

Dieselben bestehen aus zwei hintereinandergeschalteten, nur Glas- 
verbindung zeigenden Waschflaschen. Da jedes Hineinfallen organischer 
Substanzen streng vermieden werden muB, sind die Glasteile mit Schliff 
eingesetzt. Die eingesetzten Teile sind mit den FlaschengefiBen selbst 
durch zwei an Glashikchen aufgehingte und daher abnehmbare Federn 
fest zusammengedriickt. Die kleinere Waschflasche trigt einen Geblaseball. 
Ein in die Verbindung beider Flaschen eingesetzter Dreiweghahn erméglicht, 
entweder die beiden Flaschen miteinander zu verbinden oder eine Kommuni- 
kation der kleineren Flasche mit der AuBenluft herzustellen und so einen 
Uberdruck aus ihr herauszulassen. 

Die gréBere Flasche wird mit der aufzubewahrenden Lésung, die kleinere 
mit reinster konzentrierter Schwefelsdure gefiillt, die die aufzubewahrende 
Fliissigkeit gegen Beriihrung mit ammoniakhaltiger Luft sichert. Zur 
Entnahme werden zuerst einige Luftblasen mittels des Gummiballs in das 
System gedriickt. Sodann lat man die ersten Tropfen, die vor dem Hahn 
im AusfluBrohr der Aufbewahrungsflasche sitzen, ausflieBen und verwirft 
sie. Dann erst l48t man die benétigte Menge aus der Apparatur. Durch 
kurzen Kontakt mit der AuBenluft l48t man den Uberdruck aus der 
Schwefelséiurevorlage heraus und verhindert so ein Riicksteigen der Saéure 
in den Geblaseschlauch. 

5. Destillationsapparatur mit absteigendem Liebigschen Kiihler und 
angesetzter Vorlage (Waschflasche, zweckmdfig Schliff) zur Reagensreinigung. 


IV. Reagenzien zur mikrokolorimetrischen N-Bestimmung'). 


Unabhangig davon, daB von Kahlbaum Reagenzien fiir die Mikro- 
kolorimetrie bezogen werden kénnen, sei die Reinigung der kauflichen und 
der Lésungen, deren Kauf nicht in Frage kommt, mitgetei!t. 

1. Verdiinnungsfliissigkeit. Zum Verdiinnen der einzelnen Lésungen, 
zum Abspritzen usw., kurz, wozu sonst aqua dest. gebraucht wird, ist ge- 
woéhnliches destilliertes Wasser nicht zu brauchen. 4 ccm Wasser + 1 ccm 
Nesslerreagens (s. d.‘ zeigen im MeBzylinder bei Durchsicht fast stets 
deutliche Gelbfarbung. Aber auch Wasser, das scheinbar brauchbar ist, 
gibt, im Schliffapparat destilliert, an die Vorlage merkbar N ab. 

Es zeigt sich hierbei die bei allen weiteren Reinigungsversuchen beob- 
achtete Erscheinung, daB8 die im Kontakt mit der Luft aufgenommenen 
Staubteilchen und Partikel, die den Lésungen an sich keine N H,;-Reaktion 
erteilen, beim Kochen NH, bilden. Das Prinzip meiner Reinigung ist 
daher, die Lésungen in alkalischem Milieu in geschlossener Apparatur 
(Destillationsapparat nach Liebig, am besten Schliffapparat) so lange zu 
kochen, bis sie bei weiterem Kochen kein NH, mehr abgeben, und sie dann 
unter Abschlu8 von der Luft aufzuheben. 


1) Reinste konzentrierte Schwefelsiure und Kjeldahllauge ,,fiir die 
Mikrokolorimetrie nach Kleinmann“ sind unter dieser Bezeichnung von der 
Firma C. A. F. Kahlbaum Berlin-Adlershof zu beziehen. Die Lésungen 
kommen in den fiir je eine Analyse bestimmten Mengen in Ampullen in den 
Handel, konzentrierte H,SO, 1 cem, Kjeldahllauge 4ccm. Auf den Am- 
pullen ist vermerkt, welchen Blindwert in ~gN 1 Ampulle Séure + 1 Am- 
pulle Lauge aufweisen. 
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Da das Wasser durch Kochen mit Alkali stets zu einer schwachen Lauge 
bzw. nach Neutralisation zu einer Salzlésung wird, bezeichne ich die zu 
unseren Versuchen dienende, die Rolle des Wassers ersetzende Lésung als 
Verdiinnungstfliissigkeit. 

Sie wird am hesten selbst folgendermaBen bereitet. Reines destilliertes 
Wasser wird mit einigen Tropfen reinster Kjeldahllauge (s. d.) versetzt 
und in einem Jenaer Rundkolben mit absteigendem Kiihler, der in eine 
verschlieBbare Saugflasche als Vorlage eingesetzt ist am besten verwendet 
man die unter III.. 5. angegebene Schliffdestillationsapparatur gekocht 
Man setzt das Kochen so lange fort, bis die Fliissigkeit zu 4/, bis 1, eingeengt 
ist. Dann laBt man erkalten und verschlieBt den Tubus der Vorlage, damit 
nicht unnétig Luft eindringt. 

Den Riickstand (nicht das Destillat!!) priift man im Blindversuch 
(s. d.) (nicht direkt!) auf NH,-Freiheit. Gibt er noch NH, ab, wird e 
weiter eingekocht, ist er NH,-frei, so wird er in der Sicherheitsflasche 
aufbewahrt. Es ist zweckmaBig, sich gleich einen gréBeren Vorrat her 
zustellen. Es mu betont werden, daB es nicht geniigt, die Fliissigkeit 
direkt mit Nessler zu priifen, sondern es mu eine richtige Blindwert- 
priifung, wie unten beschrieben, ausgefiihrt werden. 

Um Irrtiimer durch die Alkalitat der Lésung zu verhiiten, ist es zweck- 
maBig, sie mit wenigen Tropfen einer aus NH,-freier Schwefelséiure her- 
gestellten Saureverdiinnung gegen Lackmus zu neutralisieren und dann 
erst in die Vorratsflasche zu fiillen. 

2. Kjeldahllauge. Die Kjeldahilauge wird entweder fertig in Ampullen 
bezogen oder wie die Verdiinnungsfliissigkeit gereinigt, d. h., reinste N-freie 
Kjeldahllauge Kahlbaum wird wie unter 1. beschrieben unter Zusatz von 
Siedeperlen und nach Zusatz des gleichen Volumens destillierten Wassers so 
lange (in der Destillationsapparatur) eingekocht, bis das Ausgangsvolumen 
der Lauge wieder erreicht ist. Dann Blindversuch. Wenn die Lauge noch 
nicht N H,-frei, Zusatz des gleichen Volumens Wasser und erneutes Ein- 
kochen. Das Einkochen mu8 in der Destillationsapparatur erfolgen, da 
nur dann eine Verunreinigung durch Kontakt mit der Luft verhiitet wird. 

3. Schwefelsdure. Schwefelsiure lieB sich durch Destillation (verwandt 
wurde hier das Destillat) nicht reinigen. Reinste Schwefelsiure pro analysi 
Kahlil aum zeigte mitunter ausreichende Reinheit. Der N H,-Gehalt wechselte 
bei verschiedenen Chargen. Beliebige Schwefelsiure pro analysi Kahliaum 
mu8 daher erprobt werden (Blindversuch). Ausgesucht reine Schwefelsiure 
wird fiir die Mikrokolorimetrie von Kahlil aum geliefert. 

4. Vorlagesdure. Diese Lésung dient als Vorlage bei der Destillation 
des NH;. Es wird eine etwa n/50 H,SO,-Lésung benutzt. Dieselbe wird 
durch Verdiinnen von 0,5 ccm reinster konzentrierter H,SO, mit bestem 
aqua dest. zu 1000,0 hergestellt. Es kann aqua dest. verwandt werden, da 
einmal nur 1 cem Vorlagesiiure zur Anwendung kommt, und weil die Lésung 
nicht gekocht wird und daher kein Ammoniak aus Staub usw. entwickeln 
kann. Die Vorlagesiure wird ebenfalls in Sicherheitsflaschen aufgehoben. 


5. Kupfersuljatlésung. Aus reinstem Kupfersulfat pro analysi wird mit 
aqua dest. eine 10proz. Lésung hergestellt. Aufbewahrung in gewéhnlicher 
Flasche. 

6. Nesslerreagens. Fiir ein geeignetes Nesslerreagens wird zuerst ein 
Nesslerreagens nach Autenrieth und Kénigsberger als Stammlésung her- 
gestellt. Hierzu werden 10 g Mercurijodid mit etwas Wasser verrieben, das 
einem Volumen von 100 cem entnommen ist. Dasselbe wird mit weiterem 
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Wasser in eine dunkle Flasche gespiilt und mit dem Rest des Wassers, in 
dem man 5g Jodkalium und 20g Atznatron gelést hat, versetzt. Diese 
Lésung bleibt 24 Stunden stehen, wonach sich der Bodensatz gut abgesetzt 
hat und dient als Stammlésung fiir mein Reagens. 

Fiir dieses werden 20 ccm der voéllig klaren, tiber dem Bodensatz 
stehenden Stammlésung vorsichtig abpipettiert. 20cem einer genau 
1,0proz. Jodkaliumlésung, 50 cem einer n/l Natronlauge und 10 cem aqua 
dest. werden zugefiigt und gut umgeschiittelt. 

Von diesem Reagens werden fiir je 4 cem zu nesslerisierender, neutraler 
bzw. schwach saurer Lésung 1,0 cem angewandt. 

Das Reagens bleibt im allgemeinen klar, wenn man die Stammlésung 
vorsichtig klar abgenommen hat. Setzt sich ein geringer Bodensatz ab, 
so bleibt das Reagens iiber ihm stehen und wird zum Gebrauch vorsichtig 
abpipettiert. 

Die genaue Konzentration der Jodkalilésung ist wesentlich, da _ bei 
zu geringem Jodkaligehalt die Lésungen triiben, bei zu hohem keine Pro- 
portionalitaét mehr vorhanden ist. Es ist daher ratsam, diese dfters frisch 
zu bereiten ?). 

Das Reagens zeigt unter den angegebenen Bedingungen in 5 ccm Ge- 
samtvolumen Fliissigkeit vollkommen klare, mindestens 30 Minuten ohne 
jede Anderung haltbare Farbungen, die in einem Bereich von 10 bis 80 ug N 
in dem 5 cem Volumen gut meBbar sind und véllige Proportionalitat zwischen 
Farbtiefe und Schichthéhe aufweisen. Bei einem Ubersteigen der Kon- 
zentration iiber 80 7g N in 5 cem sowie bei langerem Stehen der nessleri- 
sierten Lésungen zeigen dieselben Triibungen. Lésungen von einer Kon- 
zentration unter 10 #g in 5 cem Volumen sind selbst bei 60 mm Schichthéhe 
nicht mehr meBbar. Da 2 cem Fliissigkeit + 0,5 cem Nessler sich noch gut 
abmessen lassen, reicht die Bestimmungsbreite bis zu 5 wg N hinunter. 

Die genaue Proportionalitat zwischen Konzentration und Schichthéhe 
zeigt Tabelle | im Anhang. 


V. Ausfiihrung der N-Bestimmune. 

L. Vorbereitung der Apparatur. Zur Ausfiihrung einer mikrokolori- 
metrischen N-Bestimmung wird zuerst die Destillationsapparatur mit 
aqua dest. und dann mit Verdiinnungsfliissigkeit gereinigt. Sodann 
wird das Wasserdampfkélbchen mit Verdiinnungsfliissigkeit zu drei 
Viertel gefiillt und die Apparatur — mit leerem Kjeldahlkélbchen 
zusammengesetzt. Man leitet jetzt, ohne Vorlage, durch Erhitzung des 
Rundkélbchens Wasserdampf durch die leere Apparatur, reinigt sie 
also durch ,,Ausdampfen“. Nachdem man etwa 3 Minuten ohne Vorlage 
Dampf durchgeleitet hat, fillt man in das gereinigte, als Vorlage 
dienende 5-cem-MeBgefaB etwa lecm Vorlagesiure und destilliert, 
wihrend das Kiihlerendrohr in die Vorlage eintaucht, etwa 3 ccm 
Fliissigkeit hiniiber. Man kann die Menge destillierten Wassers gut an 
der Teilung des VorlagegefaBes erkennen. Durch Hinabziehen der 


') Es empfiehlt sich tiberhaupt das Nesslerreagens, speziell die 
modifizierte Verdiinnung des Stammreagenses frisch anzuwenden. Uber 
zwei Wochen alte Reagenzien zeigen mitunter keine Proportionalitat mel 
bei Farbung verschiedener N H,-Konzentrationen. 
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Vorlage wird die Destillation beendet. Man kann die Reste Fliissigkeit, 
die im Kihlerrohr bleiben, dadurch hinabflieBen lassen, daB man das 
Rundkélbchen durch Hahnéffnung mit der AuBenluft verbindet. Der 
hierbei erfolgende RiickstoB laBt das Kiihlerrohr leerflieBen. Zu den 
4ccm Destillat werden lccm des modifizierten Nesslerreagenses gesetzt. 
Die bei der Betrachtung durch die Schichthéhe des MeBgefiBes beob- 
achtete Farbung darf nicht mehr gelblich sein, sondern nur den leicht 
griinlichen Schein des NeBler haben. Bei auch nur geringer Vertrautheit 
mit der Methodik erkennt man sofort Ammoniakspuren bzw., wenn nicht 
vorhanden, die Reinheit des Destillationssystems. 

Wenn nicht eine Serie von Bestimmungen hintereinander vor- 
genommen wird, mu diese Priifung des Systems stets der Bestimmung 
vorhergehen. Auch bei Einfiillung tadelloser Verdiinnungsfliissigkeit 
in den Rundkolben gibt die Apparatur, wohl durch Eindringen der 
atmosphiarischen Luft, wenn sie einige Zeit steht, stets Ammoniak- 
spuren bei der Destillation ab. Sie mu daher stets erst rein gekocht 
werden, und man mu8 sich durch Destillation und Priifung des De- 
stillats von der Reinheit iiberzeugen. 

Besonders notwendig ist dies bei Ingebrauchnahme einer neuen 
Apparatur. Trotz sorgfaltiger Reinigung mit aqua dest. zeigen der- 
artige Apparaturen Ammoniakabgaben, und man muB sie eine ziem- 
lich lange Zeit auskochen — eventuell mu8 man mehrmals neue Ver- 
dinnungsfliissigkeit in das Rundkélbchen fiillen — ehe die Apparatur 
wirklich N-frei ist. Diese Erscheinung ist — wie schon bei der Reagens- 
reinigung ausgefiihrt — so zu erklaren, daB Staubteilchen, wihrend 
sie verkochen, Ammoniak abgeben. 

2. Bestimmung des Reagensblindwertes. Zur Bestimmung des 
Blindwertes der gesamten zur N-Bestimmung gebrauchten Materialien 
werden lecm konzentrierter H,SO, (1 Ampulle) in das Kjeldahl- 
kélbchen gefiillt. Hierzu kommen 2Tropfen Kupfersulfatlésung. 
3 ccm Verdiinnungsfliissigkeit werden hinzugefiigt, worauf die Mischung 
unter der Wasserleitung abgekiihlt wird. Das Kjeldahlkélbchen wird 
bei geéffnetem Hahn des Rundkolbens in die Destillationsapparatur 
eingesetzt. In das VorlagegefaB wird etwa 1,0ccm Vorlagesiure 
gefiillt; das GefaB wird so eingesetzt, daB das Kiihlerrohr eintaucht. 
Nun werden in das Trichterchen der Apparatur 4ccm Kjeldahllauge 
(gereinigt) oder 1 Ampulle (Kahlbaum) gefiillt. Jetzt erst wird der Hahn 
des Rundkélbchens geschlossen, damit durch Abkiihlen des heiBen 
Kolbeninhaltes kein Riicksaugen stattfindet. Die Lauge wird durch 
den Trichter in das Kjeldahlkélbchen flieBen gelassen. Der Hahn ist 
vor dem viélligen AbflieBen wieder zu schlieBen. Nunmehr wird durch 
Erhitzen des Rundkolbens destilliert. In 1 bis 2 Minuten ist die Vorlage 
bis zu etwa 3 ccm gefiillt. Man zieht sie herunter, so daB das Kiihlerrohr 
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austaucht, dffnet den Rundkolbenhahn, wodurch die letzten Spuren 
des Kiihlerrohrinhalts herausgedriickt werden, und spritzt mit wenigen 
Tropfen aqua dest. das Kihlerrohr von auBen ab. Zu dem Destillat 
werden im gleichen MeBgefaB 1 ccm Nesslerlésung zupipettiert, worauf 
das Volumen auf 5ccm mit aqua dest. gebracht wird. In ein gleiches 
5-cem-MeBgefa8B wird lecm einer Ammoniumsulfatlésung gebracht, 
die in einem Kubikzentimeter 1 wg N enthialt (s. Vergleichslésung). 
Zu diesem werden 1 ccm Vorlagesiure, 1 ccm Nessler und aqua dest. 
zu 5cem gegeben. Die beiden Lésungen werden auf Durchsicht in 
ihrer Liangsachse bei gleicher Schichthéhe gegen ein weifes Papier 
verglichen. Exakte kolorimetrische Messungen bei so geringer Kon- 
zentration haben keinen Sinn. Der Blindwert laBt sich auf diese Weise 
leicht schatzen. Eventuell ist eine Vergleichslésung, die 2 ug N enthalt, 
herzustellen. Bei sorgfaltigstem Arbeiten gelingt es, den Blindwert 
nicht gréBer als 1 wg N werden zu lassen. Gewéhnlich betrug er bei 
meinen Messungen zwischen 1,0 bis 1,5 ug N. 

Auf gleiche Weise wie den Gesamtblindwert der Reagenzien priift 
man den Blindwert der einzelnen Reagenzien bei der Reinigung derselben. 
Man destilliert sie mit 4 ccm Kjeldahllauge, nachdem man sich von dem 
Blindwert der Kjeldahllauge selbst tiberzeugt hat. Niemals soll ein 
Reagens direkt nesslerisiert werden, sondern stets das Destillationsprodukt. 

3. Die eigentliche N-Bestimmung. Kennt man den Blindwert der 
angewandten Materialien, so bestimmt man den N-Gehalt der Unter- 
suchungssubstanz. 

Die untersuchte Substanz bzw. Lésung wird in das Kjeldah!- 
kélbchen gefiillt, mit 1cem (1 Ampulle) konzentrierter Schwefelsdure 
und mit 2 Tropfen Kupfersulfatlésung versetzt und mittels Mikro- 
brenner erhitzt. Reine organische Substanzen sind in 2 bis 3 Minuten 
(Harnstofflésungen), Blut usw. in 3 bis 5 Minuten véllig verascht, nach- 
dem sich Schwefelsiuredimpfe im Kélbchen gebildet haben. Man labt 
abkiihlen, fiigt 3 ccm Verdiinnungsfliissigkeit hinzu, kiihlt unter Wasser 
und destilliert wie oben beschrieben mit 4 ccm (1 Ampulle) Natronlauge 
und 1 cem Vorlagesiure. Die Destillation dauert nur 2 bis 3 Minuten. 

Die Vorlage wird genau wie unter 2. beschrieben behandelt, mit 
leem Nesslerlésung versetzt und zu 5,0 ccm aufgefillt. Der Schliff- 
stopfen der Vorlage gestattet ein sauberes Durchmischen. 

Als Vergleichslisung gebraucht man Ammoniumsulfatlésung. 
Reinstes Ammoniumsulfat (pro analysi Kahlbaum) wird zu 2,3580 g 
zu 500 ccm gelést. Die Lésung enthalt 1 mg N pro Kubikzentimeter. 
Eine Verdiinnung 1: 100 enthalt also 10 ug N pro Kubikzentimeter. 
Diese Lésung dient als Vergleichslésung. Zum Vergleich kommt die der 
untersuchten Menge méglichst nahestehende N-Menge in das Mebgefab, 
hierzu 1 cem Vorlagesiure, 1 ccm Nessler, aqua dest. zu 5,0. 
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Der Vergleich erfolgt im Mikrokolorimeter innerhalb der ersten 
halben Stunde nach Reagenszugabe. Die Schichthéhen verhalten sich 
umgekehrt wie die Konzentrationen. 

Das Bestimmungsbereich liegt zwischen 10 und 80 ug N in 5ccm 
Volumen. Enthalt das Destillat tiber 80 wg, so muB es rasch zu 9 ccm 
mit Wasser verdiinnt werden, worauf noch 1 ccm Nessler zugefiigt wird. 
Enthalt es weniger als 10 wg, so wird es in ein Schalchen gegossen und, 
nachdem die Gefa&e nachgespilt worden sind, mitsamt der Spiilfliissigkeit 
auf etwa 1 ccm schnell eingeengt. Derselbe wird in das MeBgefaB itiber- 
fiihrt, die Schale mit 1 ccm nachgespiilt, 0,5 ccm Nessler zugefiigt und 
die Lésung genau auf 2,5ccm gebracht. Auf diese Weise kann man, 
wenn auch mit etwas mehr Miihe, bis auf 5 ug N mit der Bestimmung 
hinuntergehen!). Von dem Analysenresultat mu der Blindwert ab- 
gezogen werden. Derselbe betrigt, wenn man die Mitte des Bestim- 
mungsbereiches, also etwa 35 wg der Rechnung zugrunde legt, zwischen 
3 bis 5 Proz. der zu analysierenden N-Menge. 

4. Die Genauigkeit der N-Bestimmung wird durch Tabelle II im 
Anhang erlautert. 

Es wurde eine Lésung von reinstem Harnstoff (fiir wissenschaftliche 
Zwecke, Kahlbaum) von 10ug N pro Kubikzentimeter hergestellt 
und wie beschrieben analysiert. 

Die Tabelle II zeigt, daB die Abweichungen der gefundenen Werte 
von den theoretischen 1,8 Proz. im Durchschnitt betrugen, wenn sich die 
analysierten N-Mengen zwischen 10 bis 80 ug bewegten. Unter 10 ug 
Analysen N kann der Fehler etwas gréBer werden. 


VI. Anwendung der mikrokolorimetrischen N-Bestimmung fiir die Gesamt-N 
und Rest-N-Bestimmung im Blut. 


Blutentnahme. Aus dem gereinigten Ohrlappchen la8t man nach Stich 
mehrere Tropfen in das oben beschriebene BlutaufnahmegefaS fallen, in 
das vorher wenige Staéubchen pulverisierten Natriumfluorids gegeben 
worden sind. Fiir die Gesamt-N-Bestimmung — man wird zweckmabig 
nicht unter 0,1 ccm pipettieren — sowie fiir die Rest-N-Bestimmung ohne 
Parallelbestimmung braucht man 0,1 cem Blut, wird also eine Spur mehr 
entnehmen. 4 bis 5 Tropfen geniigen. 

Fiir Rest-N-Bestimmung mit Parallelen benétigt man 0,2 ccm, ent- 
nimmt also etwa 7 bis 9 Tropfen Blut. 

Das Blut wird gut mit dem Natriumfluorid durchgeschiittelt. 

Gesamt-N - Bestimmung. Man saugt in die 0,1-Kapillarpipettes. 8. 290, ITI, 
(auf Einsaugen geeicht) 0,1 cem Blut, blast die Pipette in ein 50 cem MeBkolb- 
chen aus, saugt aus einem Becherglaschen, in dem sich 10 bis 20 cem aqua 
dest. befinden, mehrmals Wasser in die Pipette hoch, blast dieses wieder in das 


1) Es ist notwendig, hierbei einen Blindversuch auf genau gleiche 
Weise anzustellen, da beim Einengen der sauren Lésung N H, aus der 
Luft aufgenommen werden kann, wodurch der iibliche Blindwert gréBer wird. 
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MeBkélbchen usf., bis die Pipette véllig rein ist. Sodann gibt man noch das 
Wasser des Becherglischens, in das man die Pipette tauchte, zum MeB- 
kélbchen und fiillt dieses bis zur Marke. 1 cem der Verdiinnung = 0,002 cem 
Blut dient zur Analyse. 

Das Resultat, multipliziert mit 50000, gibt die Milligramme N_ in 
100 ccm Bhat. 

Rest-N-Bestimmung. 0,lecm Blut wird in einer 0,1-ccm-Einsaug- 
pipette, wenn man ohne Parallelen arbeitet, 0,2 ccm Blut in 0,2-cem- 
Einsaugpipette, wenn man mit Parallelen arbeitet, abgemessen, in das 
5-ccm-MeBglischen geblasen und wie oben beschrieben mit Wasser — dies- 
mal aber nur mit 2 bis 3 cem — nachgespiilt. 

Das lackfarben gewordene Blut wird mit 0,2 ccm 10proz. Natrium- 
wolframatlésung und mit 0,2cem ?/,;n H,SO, (= 1,34cem n/10 H,SO,) 
versetzt-und umgeschiittelt. Schligt die Farbe nicht in braun um und 
schaumt die Lésung, so setzt man noch bis zu 4 Tropfen n/10 H,SO, 
hinzu. Durch kriftiges Schiitteln mit aufgesetztem Schliffstopfen ent- 
eiweiBe man. Die Mischung mu8 braun sein, darf nicht schaumen und muB 
vollig klar filtrieren. 

Durch ein ganz kleines Filterchen wird abfiltriert. Es gelingt leicht, 
iiber 3,0 ccm Filtrat zu gewinnen. Hat man 0,1 ccm Blut verwandt, so 
werden 3,0ccem des Filtrats, hat man 0,2ccm angewandt, zweimal je 
1,5 ccm des Filtrats zur Analyse verwandt. N-Bestimmung wie oben. Die 
erhaltene N-Menge multipliziert mit 1666,67 ergibt die Milligramme Rest-N 


in 100 ccm Blut. 
Es wurden zur Priifung der Methode vergleichende Gesamt-N- und 


Rest-N-Bestimmungen an Blut und Serum auf mikrokolorimetrischem Wege 
und mittels Makro-N-Bestimmung mit acidimetrischer Titration mit 
n/20 Lésungen durchgefiihrt. 

Die Ergebnisse, die Tabelle IV im Anhang widergibt, zeigen die 
ausgezeichnete Ubereinstimmung der Methoden. 

Die mikrometrische Methodik ist genau so zuverlissig wie die 
Makro-N-Bestimmung, sie ist weit einfacher als die genaue und 
daher umstindliche Beschreibung zuerst erscheinen laBt, sie ermég- 
licht Bestimmungen in wenigen Tropfen Blut und ist in 15 bis 
20 Minuten bequem durchfiihrbar. 


Vil. Anhang. 
Tabelle I. 
Priifung des Nesslerreagens. 








Kolorimeter links Kolorimeter rechts 
Angewandte | Durchschnitt | Angewandte Durchschnitt Abweichung 
N-Menge aus zebn Schichthdhe NeMenge aus zehn =_— Schichthéhe 
ug | Ablesungen ug Ablesungen Proz. 
20 110 29,2 10 80,8 58.4 0,0 
20 110 29,2 40 124.6 14.6 0.6 
32 120.6 19,2 16 101,2 38.0 0,5 
64 120,6 19,2 32 100,3 38,9 1,6 
80 120,6 19,2 40 100.6 38,6 13 
80 120.6 19,2 64 115,2 24.0 0,6 
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Zur Nephelometerapparatur. 


Von 
Hans Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Lingegangen am 20. September 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bereits in friiheren Beschreibungen der Nephelometerapparatur (1) 
(Nephelometer nach Verfasser der Firma F. Schmidt und Haensch) 
ist darauf hingewiesen worden, daB es schwer ist, gute GefaBglaser zur 
Aufnahme der zu messenden Fliissigkeit fiir das Nephelometer zu erhalten. 
Die Schwierigkeit, gut zueinander passende, d. h. auch bei Umtausch 
vollig symmetrische, die Helligkeit des Gesichtsfeldes nicht verindernde 
Glaser zu erhalten, wurde vor allem Materialunreinheiten zugeschrieben, 
da Glaser aus optischem Glas nicht zu erhalten sind. Es wurden daher, 
um geeignete Glaser zu finden, aus Hunderten von Glisern einige gut 
zueinander passende Paare herausgesucht. 


Trotzdem auf dieses Erproben der Glaser groBe Sorgfalt verwendet 
wurde, kam es doch gelegentlich vor, daB einzelne Untersucher nicht 
passende Glaserpaare in die Hinde bekamen und dann beobachteten, 
daB der Apparat Unsymmetrie zeigte, d. h. die Einstellung der Fenster 
auf gleiche Héhe ergab — wenn die GefiBe mit der gleichen Triibung 
gefiillt waren — nicht gleiche Helligkeit des Gesichtsfeldes oder lieB 
diese beim Umtausch der Glaser, nachdem bei einer Stellung gleiche 
Helligkeit erzielt war, vermissen. 


Diese Schwierigkeit lieB mich den Ursachen, die das ,,Nichtpassen“ 
vieler Glaser bedingten, nachgehen und fiihrte zu dem Ergebnis, daB 
weniger die Unreinheiten, sondern Ungleichheiten im inneren und auBeren 
Durchmesser der Glaser in Frage kamen. Da die Glaser aus gezogenen 
Glasréhren hergestellt werden, so ist eine UngleichmaBigkeit der Rohr- 
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wandung sowie ein schwankender Innendurchmesser (es handelt sich 
um Bruchteile von Millimetern) begreiflich. 

Diese Schwankung fiihrt nun zu folgender optischer Erscheinung. 
Es wird, wie bei der Originalbeschreibung des Nephelometers gezeigt (2), 
durch die zylindrische Form der GefiBe eine Lichtbrechung des auf die 
Glaser fallenden parallelen Beleuchtungslichtes bedingt. 

Es wird daher mittels eines Tauchzylinders und geeigneter Blenden 
nur Licht innerhalb der ,,Kaustik“‘ zur Messung entnommen. Der Raum 
hierfiir ist natiirlich nicht groB und Abb. la zeigt auf einem Durch- 
schnitt der bisher benutzten Glaser, daB das entnommene Lichtbiindel 
dicht an die Randstrahlen der Kaustik hinanreicht. Andert sich nun 
die Dicke der Reagenzglaswandung oder ihre Kriimmung, so verandert 
sich auch stark die Brechung, und es kann vorkommen, daB das ent- 
nommene Lichtbiindel iiber die Grenzen der Randstrahlen hinausreicht. 

Um diesen Mibstand zu beseitigen, werden die Nephelometerglaser 
nunmehr mit einem 2 mm gréBeren Durchmesser gefertigt, so daB der 
Raum innerhalb der Randstrahlen etwas gréBer geworden ist und 


° EC . —- eS 
— eo he —-| -— oe 
eo ne 




















Abb. 1a. 4 Abb. 1b. 


Variationen in der Weite der GefaBe optisch nicht mehr in Erscheinung 
treten kénnen. Hinsichtlich ihrer Reinheit werden die Glaser nach 
wie vor ausgesucht. Abb.la und b zeigt die durch Erweiterung 
der GefaiBe bedingten optischen Verhaltnisse. 

Das Volumen der Gefife betrigt durch diese Erweiterung etwa 
17 ccm (gegen 12ccm bei den alten Glisern), was nicht in Betracht 
kommt, da alle nephelometrischen, von mir angegebenen Methoden auf 
20 cem Volumen bezogen sind. 

Um nun die Stellung der Tauchzylinder absolut sicher zur Kaustik 
und damit zum GefaiB selbst zu fixieren, wurde der zylindrische Tauch- 
stab konisch ausgebildet. 

Hierdurch zentriert sich das an seinem oberen Ende genau wagerecht 
geschliffene GefaBglas zwangsliufig beim Hochziehen der Gefabe. 
Um ein Eintauchen des Tauchstabes ohne UberflieBen der Fliissigkeiten 
zu gewahrleisten, sind entsprechende Fiillmarken an den Glasern an- 
gebracht. In gleicher Weise ist die Mikrozusatzeinrichtung um- 
gestaltet worden. Das Volumen der nunmehr gebrauchten Mikro- 
gefiBe betrigt 5,0 und 3,0ccm. 
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Abb. 2 zeigt die durch diese Anderung geschaffene nunmehrige 


Apparaturform. Den Untersuchern, die Apparaturen der bisherigen 
ungeainderten Bauart besitzen, erwichst kein Nachteil, da die Firma 
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Abb. 2. 








Schmidt und Haensch zur Nachlieferung der fiir diese Apparatur 
passenden engeren Glaser die genaue Ausprobung gleichwerter, also 


véllig (optisch) gleichartiger Paare beibehilt. 


Literatur. 


1) Hans Kleinmann, diese Zeitschr. 187, 144, 1923; Kolloid-Zeitschr. 
2) Derselbe, diese Zeitschr. 99, 115, 1919; Kolloid-Zeitschr. 


36, 168, 1925. 
27, 236, 1920. 








Untersuchungen iiber den Katalasegehalt im Blute 
bei experimenteller Animie'). 


Von 
Alexander Bernstein. 


(Aus dem Institut fiir Pathologische. Physiologie an dem Odessaer 
Medizinischen Institut.) 


(Eingegangen am 7, Oktober 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Frage nach der Bedeutung der Katalase im tierischen Organismus 
steht bisher noch offen da, worauf S. Morgulis (1) mit Recht hinweist. 
In der letzten Zeit haben sich die Forscher nun von neuem des Studiums 
der Rolle der Katalase in verschiedenartigsten Prozessen angenommen, 
die sowohl im gesunden als auch im kranken Organismus vor sich gehen. 


Seit den Untersuchungen von Jolles und Oppenheim (2), die ein fiir 
die Klinik sehr geeignetes Verfahren zur Katalasebestimmung im Blute 
von Kranken vorgeschlagen haben, wurden noch ziemlich viel klinische 
Beobachtungen tiber Blutkatalase bei animischem Zustande des Organismus 
veroffentlicht. Von Jolles (3), Jolles und Oppenheim, Dalmady und 
Torday (4) u. a. ist eine Abnahme des absoluten Katalasegehalts im Blute 
festgestellt bei Personen, die an Andmie leiden. Van Thienen (5) hat in 
seinen Beobachtungen iiber die Blutkatalase den Begriff des Katalaseindex 
(das Verhialtnis der Katalasezahl des Blutes zu der Erythrocytenmenge 
in 1 cmm) verwendet und gefunden, da8 derselbe, in Fallen von einfacher 
Animie nur geringe Schwankungen erfahrend, bei perniziédser Anamie stark 
ansteigt. Diese Ausfiihrungen fanden Bestaétigung in den Untersuchungen 
von Tégel und Geranke (6), die dem Katalaseindex eine wichtige Bedeutung 
in der Diagnostik der perniziésen Animie zumiBt. 

Andererseits stimmen Strauss und Rammelt (7), Newmann (8), Segall 
und Hdndel (9) und desgleichen H. Korallus (10) nicht van Thienens An- 
gaben bei und bezweifeln zugleich den diagnostischen Wert des Katalase- 
index. 


1) Mitgeteilt auf dem KongreB f. Inn. Med. in Odessa, 2. September 
1925. 
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In den oben angefiihrten Literaturangaben beziiglich der Katalase 
im Blute des Menschen bei Animie macht sich ein grober Widerspruch 
in den herrschenden Ansichten bemerkbar. Daher erschien es natiirlich 
angezeigt, das vorhandene Verhiltnis zwischen den Schwankungen der 
Katalase- und der Erythrocytenzahl bei experimenteller Animie auf- 
zuklaren, was sowohl fiir die theoretische als auch fiir die praktische 
Medizin sicher von groBem Interesse ist. 


In vorliegender Arbeit haben wir es uns zur Aufgabe gemacht, 
den Katalasegehalt im Blute von Tieren bei experimenteller sowohl 
hyperchromer als auch einfacher Blutarmut zu untersuchen. 


Methodik. 


Zur Erzeugung der Hyperchromanimie erhielten Kaninchen 
subkutan Lésung von Phenylhydrazin-Hydrochlorid in einmaliger 
Gabe = 0,05 g Salz pro 1 kg Kérpergewicht. Einfache Animie wurde 
durch wiederholtes Aderlassen aus den Ohrvenen eines Kaninchens 
in heiBem Bade von etwa 45°C hervorgerufen. Blut wurde den 
Oberflichenvenen des Ohres, bei niichternem Magen, entnommen 
und auf den numerischen Gehalt an Erythrocyten, Leucocyten, 
Hamoglobin und Katalase gepriift. Katalase wurde im Bluts- 
tropfen nach der Methode von Bach und Zubkowa (11) bestimmt. 
Die Norm untersuchten wir jeden zweiten Tag innerhalb 11, Wochen. 

Bei allen unseren Tieren  iiber- 
stiegen die Schwankungen der Erythro- % 4 

















cytenzahl nicht 500000, die des Himo- 177 
globins 5 Proz. nach Sahli und die 7 
Abweichungen der Katalasezahl vom 15 
Mittel waren nicht héher als + 9 Proz. an 

Als Versuchstiere haben wir sieben 120 
Kaninchen verwendet. Bei fiinf von 49 
denselben wurde Hyperchromanimie, jg 
bei zweien einfache Andmie erzeugt. 9 


Alle Kaninchen befanden sich in einem — 49 
besonderen Raume und erhielten gleiches 70 














Futter (Kohl und Gerste). 60 
50) 
Experimenteller Teil. 40) 
; , , 30 
Die von uns ermittelten experi- 35 
mentellen Daten bringen wir in drei abe 1 
Tabellen (Diagrammen) im Text, und a = Katalasezahl. 
desgleichen in Protokollen im Text- h = Wimogiobia noch Sahl. 
c Erythrocytenzahl. 
anhang. 


In Abb. 1 ist die Verainderung der Erythrocyten-, Hamoglobin- und 
Katalasezahl im Blute des Kaninchens Nr. 3 unter dem Einflu8B von Phenyl- 
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hydrazineinspritzungen dargestellt. Die Katalasemenge wird durch Kata- 
lasezahl, d.h. der Anzahl Milligramme H,O,, die durch 1 ccm 1: 1000- 
Blutlésung zersetzt werden, ausgedriickt. 


Wie aus Abb. 1 ersichtlich, beginnen die Mengen der drei zu unter- 
suchenden Blutbestandteile bald nach der Phenylhydrazineinverleibung 
abzunehmen, erreichen am 5. bis 9. Tage eine maximale Abnahme und 
nehmen dann wieder zu. 


Wahrend aber die zunehmenden Hamoglobin- und Erythrocyten- 
mengen (die ersten am 20., die letzteren am 25. Tage) zur Norm zuriick- 
kehren, ist die Katalasemenge schon am 11. Versuchstage dem Normalwert 
gleich, und am 25. Tage steht sie um 55 Proz. iiber der Norm. 


Folglich &uBern sich die nach Phenylhydrazineinfiihrung auftretenden 
Blutanderungen nicht blo8 durch Oligozythimie und allgemeine absolute 
Oligochromamie, sondern auch durch die absolute Abnahme der Katalasezahl 
( Hypokatalasdmie) . 

Durch Untersuchungen von Senter, Battelli und Stern wurde festgestellt, 
daB Katalase, die als intrazellulares Ferment anzusehen ist, mit morpho- 
logischen Gewebselementen verbunden ist; die Blutkatalase ist im Erythro- 
cytenstroma enthalten. 


Daher ist man zu der Annahme berechtigt, dai die Schwankungen 
in der Zahl der Katalasen durch folgende zwei Faktoren bedingt werden: 
entweder durch die Verinderung der absoluten Erythrocytenzahl, oder 
durch eine solche des Katalasegehalts in den Erythrocyten, oder aber 
schlieBlich durch die gleichzeitige Verinderung beider Faktoren. 


Eine Aufklarung des Charakters der Katalaseschwankungen gelingt 
mittels des Katalaseindex, der das Verhaltnis der Katalasezahl zu der 
Erythrocytenmenge in 1 cmm bezeichnet. 


Da der Katalaseindex den relativen Katalasegehalt in einer gegebenen 
Erythrocytenmenge gibt, so sind wir imstande, mittels dieses Index die 
Zu- und Abnahme der Katalase oder deren normalen Gehalt in den Blut- 
zellen zu ermitteln. 


Besagte Zustande diirfen wohl der Kiirze und Exaktheit halber durch 
nachstehende spezielle Ausdriicke, die einen gewissen theoretischen und 
praktischen Wert haben kénnten, bezeichnet werden, und zwar: Hyper- 
cythokatalasémie — fiir Katalasezunahme in den Blutzellen, Hypocytho- 
katalasémie — fiir Katalaseabnahme und Normocythokatalasémie — fiir 
normalen Katalasegehalt in den Blutzellen. 

Schwankungen der Katalasezahl bei gleichzeitiger Konstanz des 
Katalaseindex weisen auf die indirekte (von der fermentativen Funktion 
der Blutzellen nicht abhaingige) Verainderungsart hin und kénnen als eine 
Begleiterscheinung der Oligocythimie beobachtet werden. 

Hingegen gibt die Zu- oder Abnahme des Katalaseindex (Hypercytho- 
oder Hypocythokatalasimie) eine Verainderung des Katalasegehalts im 
Erythrocytenstroma an und kann vermutlich als Kennzeichen einer Stérung 
der normalen fermentativen Funktion der Zelle dienen. 

In Abb. 2 werden die Verinderungen des Katalase- und Farbeindex 
und desgleichen die absoluten Erythrocytenzahlen bei demselben Kaninchen 
Nr. 3 angefiihrt. 
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Aus dieser Abbildung ist zu ersehen, daB die nach Phenylhydrazin- 
injektion eintretende Oligocythamie nur in den ersten 5 Tagen von Kurven 
des Katalase- und Farbindex begleitet wird. Nachher geht ein scharfes 
Auseinandergehen vor sich und die Kurve der anfangs steigenden und dann 
sinkenden Oligocythimie entfernt sich betrachtlich von dem zunehmenden 
und spaiter abnehmenden Katalase- und Farbindex. Ferner mu hier auf 
einen gewissen Parallelismus hingewiesen werden, der im Verlauf der 
Katalase- und Hamoglobinkurven zu beobachten war. 

Folglich ist fiir Phenylhydrazinanimie nicht allein eine Abnahme 
der Katalasezahl die Folge einer stark ausgesprochenen Oligocythamie 
kennzeichnend —, sondern zugleich auch ein jaher Anstieg des Katalase- 
index infolge einer eigenartigen Stérung der fermentativen Funktion der 
Erythrocyten. Die Hypercythokatalasimie ist in unserem Falle so stark 
ausgesprochen, da8 sie bereits am 11. Versuchstage (s. Abb. 1) die Hypo- 
katalasimie — eine Folge des animischen Zustandes des Organismus 
kupiert und weiter, ungeachtet der fortdauernden Oligocythimie, H yper- 
katalasdmie auslést. 


Abb. 3 illustriert die Katalase- und Farbindexe bei demselben 
Kaninchen Nr. 3 (Phenylhydrazinanimie) und beim Kaninchen Nr. 6, 
das an durch Blutverlust hervorgerufener Anadmie litt. 


% Versuchstag : 

3801 J $ 7 39 71 93 :15'77 79:27:23 25 

Versuch 60 
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Abb. 2. Abb. 3. 
a = Katalaseindex. a = Katalaseindex. 


b Farbindex. b Farbindex 
‘ Erythrocytenzabl. 








Kaninchen Nr. 3. 








Nr. 6. 





Kaninchen 











Aus der Abbildung ist zu ersehen, da8 beim Kaninchen mit 
Phenylhydrazinanimie Hypercythokatalasimie und Hypercythochromie 
stark ausgeprigt sind; waihrend beim Kaninchen mit einfacher Andimie 
die Werte des Farb- und Katalaseindex verhaltnismaBig normal sind, 
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obgleich in diesem Falle (Kaninchen Nr. 6) Oligocythimie und Hypo- 
katalasimie stark an den Tag treten. 


Schlub. 


Aus dem Obigen geht hervor, daB die Bestimmung der Katalasezahl 
allein noch nicht zureichend ist zur Beurteilung einer Stérung der 
fermentativen Eigenschaften des Blutes. 

Will man sich einen AufschluB iiber den Charakter der fermentativen 
Veriinderungen verschaffen, so muB man, unseres Erachtens, Zuflucht 
zu dem Katalaseindex nehmen. 

Wahrend die Verainderungen der Katalasezah! an und fiir sich 
von dem absoluten Katalasegehalt in den Erythrocyten unabhangig 
sein kénnen, bieten uns die Verinderungen des Katalaseindex eine 
genauere Vorstellung von dem katalytischen Vermégen der Erythro- 
cyten. Demnach kann die Verminderung der Katalasezahl bewirkt 
werden: durch eine Verringerung der Erythrocytenzahl, oder durch 
eine Katalaseabnahme in den Erythrocyten, oder schlieBlich durch 
beide Faktoren, und darf daher nicht als Anzeichen von fermentativen 
Prozessen in den Blutzellen angesehen werden. Dagegen lassen wir 
den gesteigerten und den herabgesetzten Katalaseindex als das alleinige 
Zeichen von Erniedrigung oder Erhéhung der fermentativen Funktion 
von Erythrocyten gelten. 

Die Aufklarung des Mechanismus der Katalasezunahme in den 
Erythrocyten bei Hyperchronanamie stellt ein héchst interessantes 
Problem dar, dessen experimentelle Lésung uns bisher nicht gelang. 
Jedenfalls 1aBt sich eine derartige Zunahme durch eine Riickbildung 
der erythropétischen Organe in den Embryonalzustand nicht erklaren. 
da durch Untersuchungen von Lockeman und Thies nachgewiesen ist, 
daB im Blute von Kaninchenembryonen bei weitem weniger Katalase 
enthalten ist als im Blute der Mutter. 


Zusammenfassung. 

1. Bei experimenteller Hyperchromanamie der Kaninchen macht 
sich eine Abnahme der Katalasezahl und eine gleichzeitige Zunahme 
des Katalaseindex bemerkbar. 

2. Die Katalaseindexzunahme ist bei der Phenylhydrazinanamie 
deutlicher ausgedriickt als die Farbindexzunahme. 

3. Zwischen den Verinderungen des Katalase- und Farbindex 
laBt sich ein gewisser Parallelismus beobachten. 

4. Bei einfacher Animie sind die Schwankungen des Katalaseindex 
im Vergleich zu denen bei Hyperchromanamie gering. 
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Protokolle. 


Kaninchen Nr. 1 (Mannchen) Gewicht 1950 g. 








Zeit- Hamo- Erythros » » 
angabe sy — Tose ow sad _ Bemerkungen 
1925 Sahli Million. 7” | index 
30. VII. 88 5.70 11,36 0,77 1,99 
1. VIIL. 84 5,40 950 0.77 1,77 
3. VIII. 82 5.90 1122 069 1,90 
5. VIII 88 5,84 969 0,75 1,65  Phenylthydrazin-Einspritzung 
Mittlere 85 5.71 1044 O72 1,83 
7. VILLI. 67 5,30 8.20 0,63 1,54  Poikylocyten 
8. VILT. 58 4,80 680 060 1,41 Polychromat. Anisocyten 
9. VIII. 37 3,28 646 056 1,93 Makrocyten. Seltene Normoblasten 
10. VIII. 32 2.55 6.99 063 2.74 Makrocyt.. Normoblast., 1 Megaloblast 
11. VIII. 24 1,04 8.33 1,15 8,00 Polychrom. Anisocyt. Selt. Megaloblast. 
13. VITI. 37 145 915 127 631 d i . s 
15. VIII. 51 2.40 10.20 106 425 = a Selt. Normoblast. 
17. VIII. 62 3.30 12,92, 093 3,91 = - 4 . 
19. VITT. 68 3.90 1257 0,87 | 3,21 Schwache Anisocytose. Polychromasie 
21. VITI. 74 430 1258 086 2.92 Polychromasic 
23. VITI. 78 460 15,64 085 3,40 . 
Kaninchen Nr. 2 (Mannchen) Gewicht 1780 g. 
aghe tobi voyten. — ; — Farbs — Bemerkun 
nach in zahi index - ol = 
1925 Sahli_ Million. 
30. VII. 77 5.20 1001 0.74 211 
1, VIII. 79 5,10 11,00 ‘77 215 
4. VIII. 76 5.40 1032) 0,70 1,99 | Phenylhydrazin-Einspritzung 
Mittlere 77 5.23 1044 0.74 2,05 
6. VIIT. 64 4.45 8.95 0.72 2,01 Poikylocyten 
8. VIII. 55 3,20 7,60 0,86 2,37 is und Anisocyten 
9, VIIT. 45 2.45 6.08 0.92 , 2.48  Polychrom. Anisocyten u. Poikylocyten 
10, VITT. 34 1,65 645 1,03 3,91 J 2 * ° 
11. VITI. 33 140 6,90 1,18 | 4,93 ij : . Normoblast 
13. VIII. 35 1,80 8.01 1,03 445 é . ° ‘ 
15. VIII. 39 2,30 8.76 0,84 | 3,80 ‘ > 7 s 
17. VIII. 48 2.95 955 086 | 3,23 - ~ . ‘ 
19. VIII. 60 3,46 998 086 | 2,89 é a . m 
21. VIII. 68 435 11,06 0,79 | 2.54 - . . 
23. VIII. 74 472 12,13 0,78 | 261 r " , 
26. VIII. 76 488 1294 0.78 2,69 Polychromasie 
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Kaninchen Nr. 3 (Maénnchen) Gewicht 1600 g. 
aon slobin voyten _ Farbe 4 Bemerkungen 
nach in index . 
1925 Sahli Million, #5! index 
29. VII. 74 4,90 8.35 0,75 1,90 
31. VIT. 73 5.20 1010 0,70. 1,94 
2. VIII. 75 5,00 986 0,75 1,97  Phenylthydrazin-Einspritzung 
Mittlere 74 5,03 9.77 | 0,73 1,93 
4. VIII. 62 4,30 8.31 | 0,72 1,93  Poikylocyten 
6. VITT. 41 3,44 5,10 059 1,48 - 
7. VIII. 33 2,40 459 068 1,9] Anisocytose. Polychrom. Poikylocyten 
8. VITT. 31 2,10 5.45 0.73 2.59 Dasselbe. Normoblasten 
9. VIII. 36 1,76 7,48 1,02 4,25 é ° 
11. VIII. 41 1,24 9,01 | 165 7,26 . und einzelne Normoblasten 
13. VIII. 50 190 11,06) 131 5,29 - . é o 
15. VIII. 61 280 12,20) 1,08 4,35 Schwache Poikylocyt. Anisocytose. Poly- 
17. VIII. 69 3,45 12,16 1,00 3,52  Dasselbe u. einz. Normoblasten arom 
19, VITT. 70 400 13,26) 087 3,31 Anisocyteh. Polychromasie 
21. VIII. 72 4.20 14,72) 0,85 3,50 Dasselbe 
23. VITI. 74 450 16,15) 082 3,59 e 
27. VIII. 76 490 1501) 0,77 3,06 ° 
Kaninchen Nr. 4 (Mannchen) Gewicht 1939 g. 
apne globin noyten oy Farb- _ Bemerkungen 
nach in zahl index Pm 3a 
1928 Sahli Milliqn. ‘ | 
27. VII. 72 5,66 1054 064 1,89 
29. VII. 75 5,25 10,20 0,71 1,94 
31. VII. 71 5,56 (11,90 0,64 2,12 
2. VIII. 72 5.82 | 11,05 0,62 190. Phenylhydrazin-Einspritzung 
Mittlere 72 5,56 10,92 065 1,96 
3. VIII. 52 4,80 7,65 0,54 1,60  Poikylocyten 
4. VIII. 30 2,96 5.20 0,50 1,75 Starke Poikylocyt. Schwache Polychrom 
5. VITI. 22 1,60 3,06 0,70 1,91  Dasselbe. Normoblasten 
6. VIII. 18 1,60 2,98 0,56 1,80 a Viele Normobl. Einz. Megalobl. 
7, VIII. 21 1,20 3,65 O87 3,04 . d ‘ " > 
8. VITT. 19 0,78 3.23 1,15 4,15 ‘ J m » a 
9. VIII. 34 1,35 6,51 1,25 4,82 ss é * > . 
10. VITI. 45 1,52 7,99 148 5,25 Polychromasie. Anisocytose 
12. VITI. 59 2,90 962 102 331 . o 
15. VIII. 64 3,95 11,02 0,80 2,79 e 
17. VUTTI. 67 435 1238 0,78 2,84 ‘ 
20. VITT. 71 480 13,72 0,74 2,85 . 
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Kaninchen Nr. 5 (Mannchen) Gewicht 1595 g. 








its amo- Erythroe yp» . 
agin alot cyren — e _ — Bemerk ungen 
1925 Sahli | Million zahl index 
Se. Cae 80 5,40 | 12,01 | 0,74 2,22 
29. VII. 78 5,00 | 11,33) 0,78 2.22 
31. VII. 81 5.30 11,14 | 0,76 | 2,29 | Phenylbydrazin-Finspritzung 
Mittlere 79 | 523 11,86| 0,76 | 2,26 
1. VIII. 64 4,65 8,17 | 0,66 1,75 | Poikylocyten 
2. VII. 35 3,40 481 051 I4Al ‘ Anisocyten 
3. VIII. 22 2,00 3,04 055 152 . Polychromasic 
4. VITL. 16 1,25 2,60 | 0,64 2,08 | Dasselbe u. Normoblasten 
5. VIII. 19 0,90 269 105 3.00 a Viele Normoblasten 
6. VIII. 26 1,15 3,80 113 3,30 
7. VUL. 32 1,45 460 1,10 3,17 ‘ 
8. VIIT. 41 1,96 6,70 104 342 “ 
10. VITI. 54 2.50 8.05 1,08 3,22 
12. VITT. 68 2,80 9,21 1,21 | 3,29 
14. VITI. 76 3,10 11,33 122 3,66 
16. VITTI. 80 3,76 12,96 1,03 | 3,50  Dasselbe. Einzeine/ Normoblasten 
18. VIII. 84 420 1408 1,00 3,35  Polychromasic 
21. VIII. 87 465 1587 093 341 
Kaninchen Nr. 6 (Mannchen) Gewicht 1600 g. 
aon tlebin ‘en _ ; - _ — > Bemerkungen 
1925 Sahli | Million. zahl index 
1. VITI. 81 5,00 | 10,02) 081 2,04 
3.VITI. 83 4,80 | 10,88! 086 227 
5. VIII. 80 465 | 11,33 085 2,40 1. Aderiaf 
Mittlere 81 | 4,82 | 10,73| 0,84 | 2,23 
6. VIII. 55 3,80 8.02; 0,72 211 2 é 
7. VIII. 37 2,62 499 0.70 199) 3. .  Polychrom. Anisocyten 
9, VITL. 24 1,74 4,00 064 2.28 Starke Anisocytose. Einz. Normoblasten 
11. VIII. 36 2.55 587 051 2.30 Polychrom. Anisocyten 
13. VIII. 53 3,36 7,01 0,78 2,08  Polychromasic 
16. VITI. 62 4.20 981 0,74 233 
19, VITI. 70 450 11,70, 0,77 260 
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Kaninchen Nr.7 (Maénnchen) Gewicht 1450 g. 





Zeit. Hamos Erythror ata, 


- : . Kata. 
angabe 4 ¢ — lases —_ lases Bemerkungen 
1925 Sahl Million. 742! index 


1. VIII. | 65 | 550 953 059 1,73 
3. VII. | 66 | 515 | 920) 064 1,74 
5. VIII. 64 5,05 | 10,12) 063 | 200° 1. Aderlas 


Mittlere 65 5,27 9,62 0,62 | 1,82 


6.VIII. 48 4,00 7,48 060 187 2 . 

7. VIII.) 40 3,20 6,22 | 062 194)3 . 

9. VITI. 27 2,10 450 064 2.13  Polychrom. Anisocyten 

11, VIIT. 32 2,85 5,31 056 1,86 Starke Polychromasie. Anisocyten 
13. VIII. 40 3,40 7,27 | 0,58 2,14. Viele Mikrocyten 
16, VIII. 51 4,25 8,16 | 0,60 1,92  Polychromasie 

19. VIIT. 60 4,95 9,30 0,60 1,89 Schwache Polychromasie 
23. VITI. |; 71 540 1050 0,64 1,90 
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(ber den Einflu6 des Nahrungsregimes 
‘auf den Katalasegehalt im Blute'). 


Von 
Alexander Bernstein. 


[Aus dem Institut fiir pathologische Physiologie des Odessaer staatlichen 
Medizinischen Instituts (vormals Universitat).] 


(Eingegangen am 7. Oktober 1926.) 


Die weite Verbreitung der Katalase in der Natur bringt es mit 
sich, daB vor den Forschern das Problem der physiologischen Bedeutung 
der Katalase entsteht. Bereits tiber zwei Dezennien werden Unter- 
suchungen tiber den Katalasegehalt im Organismus unter verschiedenen 
physiologischen sowie pathologischen Zustainden gefiihrt; und doch 
liegen bisher, ungeachtet der groBen PRemiihungen in dieser Richtung, 
keine geniigend iiberzeugende Befunde iiber die wirkliche Rolle der 
Katalase im Organismus vor. Alle vorhandenen Erklarungen der 
biologischen Rolle der Katalase sind hypothetisch. Unter den vor- 
handenen Hypothesen findet sich auch die Ansicht, daB zwischen 
dem Katalasegehalt im Organismus und der Intensitat der Oxydations- 
prozesse ein inniges Verhiltnis bestehe. 

Diese von Jolles (1) und desgleichen von Lesser (2) aufgestellte Ansicht 
gab in ihrer weiteren Ausbildung die Grundlage zu der Hypothese ab, die 
der Katalase eine wichtige Bedeutung bei verschiedenen Stoffwechsel- 
vorgangen beimiBt. Besagte Hypothese, die von Burge (3) und dessen 
Mitarbeitern vertreten wird, besteht darin, daB jede Steigerung der Oxy- 
dationsprozesse durch eine Mobilisation der Katalase in-der Leber und die 
Einwanderung der Katalase ins Blut begleitet wird. Folglich ist die Leber 
nach Burge der Basispunkt zur Versorgung des Organismus mit Katalase 
und die Katalase ein den Stoffwechsel steigerndes Ferment. Eine endgiiltige 
Vollendung hat die Hypothese von Burge in Magats (4) Arbeit gefunden, 
dem es gelang, die Nervenzentren zu entdecken, die den Katalasegehalt im 
Organismus regulieren. Magat hat namlich beobachtet, daB eine Reizung 


1) Vorgetragen auf dem II. Allrussischen Kongre8 der Pathologen am 
18. September 1925. Moskau. 
21* 
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der Warmezentren die Katalaseproduktion (deren Zunahme im Blute) 
steigert und die Abseparierung des Corpus striatum dieselbe herabsetzt. 
Burges Ausfiihrungen erfuhren jedoch eine sehr abfillige Beurteilung 
seitens vieler Forscher. Morgulis (5) gelangt auf Grund seiner und anderer 
Autoren Untersuchungen zu dem SchluB, da8 der Katalasegehalt in den 
Geweben als Ma8 des Stoffwechsels im Organismus durchaus nicht dienen 
kann, und da8 die Katalase iiberhaupt kein Oxydationsferment im wahren 
Sinne des Wortes ist. 


In vorliegender Mitteilung haben wir uns,“ auf Anregung von Prof. 
B. A. Schazillo zur Aufgabe gemacht, den Katalasegehalt im Blute 
bei Tieren unter verschiedenen Nahrungsbedingungen zu studieren: 
normale Diat, Hungern und vitaminfreie Diait. Als Versuchstiere 
dienten uns Tauben, in deren Blute die Katalase wie folgt bestimmt 
wurde. : 

Blut wurde durch eine Pipette von 20 cmm aus der Achselgruben- 
vene angesaugt und in einem Kolben mit 20 ccm destillierten Wassers 
versetzt. Zu dem auf diese Weise verdiinnten Blute gab man 2 ccm 
lL proz. H,O, (Perhydrol Merck) und stellte den Kolben in einen Schrank 
bei Zimmertemperatur. Nach 30 Minuten wurden in den Kolben 
5ecem 10proz. H,SO, zugesetzt und das nicht zersetzte H,O, mit 
n/10 Kaliumpermanganat titriert. 


I. Die Katalase im Blute normaler Tauben. 


Vogelblut unterscheidet sich sehr seinem Katalasegehalt nach von 
dem Blute der anderen Wirbeltiere. Battelli und Stern (6), E. Halif (7), 
Lesser und auch Italie (8) beobachten einen geringen Katalasegehalt im 
Vogelblut. Filippi (9) fand, daB das Blvt der Hiihner reicher an Katalase 
ist als das der Saugetiere. In der letzteren Zeit hat Glinka-Tscherno- 
rutzkaia (10) die Angaben von Battelli und Stern bestatigt und zudem nach- 
gewiesen. daB das Blut einiger Vogelarten (der Enten und Ganse) gar keine 
Katalase enthalt. 

Unsere an einer groBen Anzahi von Versuchstieren gemachten Beob- 
achtungen iiber die Katalase des Blutes normaler Tauben sollten haupt- 
sichlich folgende zwei Fragen aufklaren: 

1. Welches sind die Unterschiede im Katalasegehalt des Blutes bei 
verschiedenen Tauben ? 

2. Wie groB sind die physiologischen Katalaseschwankungen im Blute 
bei ein und derselben Taube ? 

Die Versuchstiere waren erwachsene, normal genahrte Tauben, die 
mit Gerste gefiittert wurden. Die Katalasebestimmungen wurden mindestens 
dreimal jeden fiinften und sechsten Tag vorgenommen. Die ermittelten 
Ergebnisse sind in Tabelle I als Katalasezahlen, d. h. als durch 1 cem Blut 
gespaltene Milligrammengen H,O, wiedergegeben. 

Aus Tabelle [ ist ersichtlich, da8 das Blut der von uns untersuchten 
Tauben sehr geringe H,O,-Mengen spaltet. Die durchschnittliche Katalase- 
menge bei 78 von uns untersuchten Tauben betragt 0,094, wahrend sie im 
Kaninchenblut ungefahr 10,0 gleich ist. 








— 
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Tabelle 1. 
—— , - Die Katalase- 
Erste Zweite Dritte Vierte , 

Ne. Bestimmung Bestimmung Bestimmung | Resthumane Mittlere "7 es 
109.4 98,5 112,7 100,5 105,3 +? 
2 90,1 78,2 85,0 72,4 814 e 
3 39,1 48,3 39,1 37,4 42,2 - 
4 39,1 29,9 30,6 34,0 33,4 ai 
5 93,5 73,1 73,1 _ 79,4 an 
6 74,8 76,5 85,6 om 78,7 ~~ 
7 74,2 79,9 65,4 76,5 74,0 ae 
8 1190 1224 129,2 _ 123,5 pth 
9 1190 130.9 124,1 _ 124,7 t 4 

10 57,8 51,0 65,7 54,4 57,2 a 

1 42.5 51,2 51,0 = 48,2 + 

12 102,0 122.4 95,2 91,8 102,9 + 4 

13 68,0 59,5 85,6 68,0 70,3 ak 

14 1325 1000 134,3 107, 118,5 bak 

15 1700 146.2 200,6 154,7 167,8 pat 

o« 

16 66,8 59,5 80,0 55,0 65,3 ns = 

17 190,0 187.0 154,7 170,0 175,4 aa 

18 64,6 68,0 71,4 73,1 69,3 ih 

— é 
+> 9 

19 51,0 40,8 42,5 47,1 45,4 +é 

20 51,0 56,1 51,0 59,5 54,4 ail 

21 66,3 73,1 57,8 64,6 65,4 $12 

22 1446 1836 151,3 178,5 164,5 tu 

23 239.7 2414 216,5 - 232,5 <2 

24 76,5 64,6 71,4 73,1 714 v- 

25 187,3 201,4 193,5 _ 193,1 t 4 

» 

26 200.6 2480 2160 — 221,5 ‘ 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
; ; 7 Die Katalase. 
Erst | Z Dritt Vv £ 

Nr. ee | <a a autinuane | Mittlere 4 ~~ he 
| | 
27 51,0 49,3 414 52,6 48,6 7 
28 30,6 28,9 23,4 27,8 27,7 *> 
29 93,5 110,5 866 bs 96,8 +15 
30 112.7 | 1323 1184 130,3 123,4 » 
31 46,6 40,4 37,7 46,6 42.8 a 
32 162,1 150,7 171,1 an 161,3 + 6 
33 93,4 90,0 99,6 105,9 97,2 =o 
34 82,0 65,8 78,9 84,3 7,7 + h 
35 188,1 7 | 2088 191,5 198,2 oa 
36 143.2 | 1186 150,4 137,9 137,5 Me 
37 32.7 | 252 33,5 ae 30,4 = 
38 40,8 38,4 47,3 50,0 44,1 +13 
39 113,6 98,3 118.9 94,4 106,3 +12 
40 37,1 37,1 44,5 36,7 38,8 = 
41 184,6 202,8 210,1 - 199,1 ra 
42 200,0 167,5 184,9 207,5 189.9 Za 
43 48,2 64,1 51,8 me 54,7 + 
44 26,6 23,1 29,3 32,6 27,9 +> 
45 1112 19,0 145,0 - 126,9 +S 
46 68,8 17,7 62,4 we 69,8 tu 
7 75,1 98,7 87,2 ei 87,0 +13 
48 208,8 187,] 198,6 se 198,1 + 5 
49 97,8 1155 114,4 120,1 111,9 ag 
50 35,7 48,1 34.7 32,9 37,8 hd 
51 21,4 19,8 20,1 22.6 20,9 Pg 
52 45,0 45,4 31,8 40,0 40,5 a ~ 
7 + 5 
53 86,7 99,9 107,8 105, 102,4 wae 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Die Katalese- 








, Erst Zweit Dritt Viert 
Nr. Rosthnmane Bestime - g Bestin : ry Destine Mittlere | ~~‘, 

54 151,1 1700 138,4 146,0 151,4 3% 
55 145,3 154,1 145,3 . 148,2 ?.5 
56 39,8 51,3 49,1 48,6 47,2 iat 
57 48,6 28,7 39,1 40,6 39,2 += 
58 40,0 30,8 35,5 44,1 37,6 b 18 
59 73,3 89,0 92,7 80,0 83,7 bt + 
60 92,0 90,4 69,1 87,5 Ms - 
i 9 
61 65,4 54,4 81,1 oe 66,9 1 
62 52,1 75,6 68,9 66,2 65,7 =3 
63 137,9 1020 109, 1 . 116,2 Le 
64 117,0 1167 139,2 150,1 130,7 tz 
65 36,6 28,7 32,4 37,0 33,9 ter 
66 183,5 207,0 211,7 219,2 205,3 he 
67 29,8 26,8 30,4 —_ 29,0 *% 
68 126.7 | ° 113,7 144.2 _ 128,2 +12 
J 9 
69 80,5 1018 107,5 94.6 96,1 ne 
70 59,0 43,7 40,4 - 47,7 a 
71 1068 1182 115,4 103,5 110,9 + 6 
. « 
72 162,3 159,1 135,6 170,9 156,9 . 
73 141,0 122,6 131,5 144,5 134,9 be 
74 29,0 36,0 30,6 32,3 31,9 +* 
15 37,6 35,5 34,6 37.9 36,4 2 
76 62,1 79,9 65,6 83,2 72,7 ti 
71 58,8 36,7 38,4 44,6 44,6 A 
78 93,6 90,9 103,7 96,1 tae 
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In der Tabelle I fallt die groBe Ungleichheit des Katalasegehalts im 
Blute verschiedener Tauben auf. Wahrend die katalytische Energie zines 
Kubikzentimeters Blut der Taube Nr. 51 durch den Wert 20,9 mg gespaltener 
H,O, zum Ausdruck kommt, spaltet dieselbe Blutmenge der Taube Nr. 23 
232,5 mg, was eine Differenz von ungefahr 1000 Proz. ausmacht. 

Einen ebenso ungleichen Katalasegehalt im Blute von verschiedenen 
Individuen ein und derselben Art hat Becht (11) gefunden. Zudem geht 
aus unseren Untersuchungen hervor, daB keine bestimmte Abhangigkeit 
dieser Differenz von der Farbe und dem Geschlecht des Tieres besteht 
{worauf Jolles (1) schon seinerzeit hinwies]. Ferner sehen wir bei der Be- 
trachtung der Tabelle I, daB das Blut ein und derselben normalen Individuen 
unter durchaus physiologischen Bedingungen starke Schwankungen des 
Katalasegehalts an den Tag legt. Dieses Phinomen, das in der letzten Zeit 
von Bach und Iwanitzky-Wassilenko (12) an Menschen, Kaninchen und 
Katzen, von Bernstein (13) an Kaninchen beobachtet wurde, findet auch 
im Blute unserer Tauben statt, wo die Amplitude der Katalaseschwankungen 
bis auf 50 Proz. des durchschnittlichen Katalasewerts steigt. Der Mechanis- 
mus der besagten physiologischen Schwankungen ist nicht klar. Man kann 
annehmen, da8 sie infolge ungeniigender Regulierung der Katalaseabgabe 
und -produktion im Organismus entstehen. Beim Studium des relativen 
Katalasegehalts in den Geweben des Organismus fand Lesser (14) und in 
der letzten Zeit auch Burge Zusammenhang zwischen dem Katalasegehalt 
im Blute und dem in der Leber. Um die Richtigkeit dieser Annahme zu 
priifen, haben wir eine Reihe Katalasebestimmungen in der Leber derselben 
Versuchstauben vorgenommen, an denen wir den Katalasegehalt im Blute 
studiert hatten. 

Wir bedienten uns folgender Methodik der Katalasebestimmung in der 
Leber: 12 Stunden nach genommenem Fra8 wurde die Taube dakapitiert, 
die Brusthéhle rasch geéffnet und der Kérper zwecks Blutentleerung durch 
eine in die Brustaorta eingefiihrte Kaniile mit einer isotonischen NaCl- 
Lésung von 40°C durchspiilt. 

Nach erfolgtem Durchspiilen wurde die Leber absepariert, zerkleinert, 
in einem Mérser zu Brei zerrieben, auf ein Uhrglas ausgestrichen und in 
einem von Wiechowski (15) konstruierten Apparat getrocknet, sodann zu 
Pulver zerrieben und in einem Exsikkator iiber Schwefelséure bis zur 
Einstellung eines konstanten Gewichts gehalten. Die Katalasebestimmung 
geschah in dem auf diese Art bearbeiteten Riickstande des Organs wie folgt : 
ein Quantum von 0,01 g Pulver wurde in ein steriles Reagenzglas gebracht, 
10 cem sterilen destillierten Wassers zugegeben, das Glas verkorkt und mit 
Paraffin vergossen. Die Extraktion dauerte 3 Stunden lang im Schiittel- 
apparat bei Zimmertemperatur. Nach der Extraktion wurden 5 cem des 
abzentrifugierten Auszugs mit 20ccm destillierten Wassers und 30 ccm 
1 proz. H,O, in einen Kolben getan, der 30 Minuten in einem‘Schranke bei 
20° C gehalten wurde. Sodann wurde das nicht gespaltene H,O, mit n/10 
Kaliumpermanganat titriert und die ermittelten Werte auf 1 g trockenen 
Organs berechnet. 

Die erhaitenen Versuchsergebnisse sind in Tabelle II angefiihrt. 

Aus Tabelle IT ist klar, daB der Katalasegehalt in der Taubenleber 
bei verschiedenen Individuen nicht gleich ist. So spaltet 1g Leber der 
Taube Nr. 20 18,34 g H,O,, waihrend dieselbe Lebermenge der Taube Nr. 18 
41,20 g H,O, spaltet, d. h. eine doppelt katalytische Energie gegeniiber 
der Leber der Taube Nr. 20 an den Tag legt. 
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Tabelle II. 
Nr Katalase im Katalase in Nr Katalase im Katalase in 
— Blut der Leber _ Blut der Leber 
12 0,102 19,31 18 0,069 41,20 
82 0,146 26,17 19 0,045 36,87 
24 0,076 22,60 20 0,054 18,34 
15 0,167 37,23 22 0,164 39,82 


Andererseits gelingt es nicht, irgendein gesetzméBiges Verhiltnis 
zwischen dem Katalasegehalt im Blute und in der Leber wahrzunehmen. 

Auf Grund der in diesem Kapitel angegebenen Daten erachten wir es 
fiir méglich, folgende Schliisse zu ziehen: 

1. Taubenblut zersetzt verhaltnismaBig geringe H,O,-Mengen. 

2. Im Blute normaler Tauben lassen sich physiologische Schwankungen 
bis zu 50 Proz. des durchschnittlichen Katalasewertes beobachten. 

3. Der Katalasegehalt im Blute verschiedener Tauben ist ungleich, 
und die von uns gefundene maximale Differenz betrigt anndhernd 1000 Proz. 

4. Der Katalasegehalt in der Leber normaler Tauben ist nicht gleich 
und steht in keiner bestimmten Beziehung zu dem Katalasegehalt im Blute. 

Einige der besagten Eigentiimlichkeiten der Blutkatalase normaler 
Tauben, namlich der ungleiche Katalasegehalt bei verschiedenen Individuen 
und die bedeutende Amplitude der physiologischen Schwankungen, haben 
uns veranlaBt, in die Methodik der Katalaseuntersuchung bei pathologischen 
Zustanden zwei Grundbedingungen einzuschalten: einmal, chronische 
Beobachtungen anzustellen, und dann die Norm méglichst lange vor dem 
Experimente zu studieren. Die Anwendung des Verfahrens der Katalase- 
bestimmung im Bluttropfen erméglichte die Erfiillung der ersten Bedir.gung, 
und auf das Studium der Norm wurden nicht weniger als 2 Wochen ver- 
wandt. ' 

Il. Katalase im Blute beim Hungern. 


Die Frage nach der Beeinflussung des Katalasegehalts im Organismus 
durch Hunger ist nicht neu. In den letzten 20 Jahren wurden diesbeziigliche 
Untersuchungen ausgefiihrt, die schroff widersprechende Resultate ergaben, 
so daB diese Frage noch offen steht. 

Die ersten Katalaseuntersuchungen bei Hungernden wurden von 
E. Haliff (16) angestellt, die gefunden hat, daB lange dauernde Unter- 
ernahrung (30 Tage) keine Verinderung der Katalasemenge in dem Gewebe 
des Kérpers zur Folge hat. Zu demselben SchluB gelangten Battelli und 
Stern (17), die in den Organen weiBer Ratten keine Abnahme der Katalase 
nach neuntaégigem Hungern feststellen konnten. Lesser (18) beobachtete 
erhebliche Katalaseabnahme beim Regenwurm nach fiinftagigem Hungern, 
und Dzerschgowsky (19) sah dasselbe in der Magenmusosa. Hierher gehért 
auch eine Reihe Arbeiten von Burge und seinen Mitarbeitern. Nach 
Burges (20) und desgleichen nach Burges und Leichsenrings (21) Angaben 
verandert Hungern wesentlich den Katalasegehalt im Organismus: diese 
Autoren konnten eine starke Katalaseabnahme in Organen weiber Ratten 
beim Hungern verfolgen. 

Schon die erwahnten literarischen Daten weisen einen gewissen Wider- 
spruch zwischen den gewonnenen Ergebnissen auf und rechtfertigen eo ipso 
ein weiteres Studium dieser Frage. 
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Daher nahmen wir eine Untersuchung iiber die Katalase bei Tauben 
vor, die dem Hunger ausgesetzt waren, jedoch Wasser bekamen. Die 
Zahl der Versuchstiere war acht. Tabelle III bringt die Versuchsergebnisse. 
Die Katalasewerte reprisentieren die Menge Milligramm H,O, gespalten 
durch l ecem Blut. 


Tabelle III. 





Nr. der Tauben 


1 2 3 4 87 88 89 aL 





I. Bestimmung 109,4, 90,1 39,1 | 39,1 1661 | 58,6 , 135.6 101,1 
-| II. . 98,5 | 78,2 483 | 299 | 183,4/ 487 | 982 1283 
E J TIT. M 112,7/| 85,0 391 | 306 1900' 729 991 724 
“| IV. 1005 | 724 — | 340 1756) 81,4 1018 87,5 
Mittlere . . . . | 105,3| 81,4 | 42,2 | 334 1788) 65,4 | 108,7| 97,3 
nied +10) , 7\+ 16'+14' +8 +26 4+ 2% +31 
laseschwank.in Proz.| —12, +‘ |— 8 —10| —7 —27 —10 —2%6 
3.Tag ... . | 1020) 782 37,4 30,8 1784 79,3 1000 1283 
| & ,  «... ~| 1292) 799 | 340 | 187 | 1473 50.1 | 87,4 995 
Si 7. ,  «... .| 1292) 688 | 531 | 272 1521 526 901 995 
6) 9% , ... «| 1139| 986 | 281 | 376 | 1390 — | 1044 68,9 
=| ad Wrap os Peep fae fe 
Mittlere . . . .| 1186 | 81,4 | 390 | 286 1553 62,4 | 1042 99,0 


AmplitudederKata-/ + 9/ +21 +36) +31 +15 +27 +34 | 9 
laseschwank. in Proz.|| — 14 | —16 —28|—35 —1l1 —20 —16 =< 


Tabelle III veranschaulicht die katalytische Energie bei Hunger. 
Dabei sind von besonderem Interesse die Mittelwerte des gespaltenen H,O, 
und die prozentualen Werte der individuellen Schwankungen. 

Die Rubrik der prozentualen Werte der individuellen Schwankungen 
weist einen bestimmten Unterschied in der Schwankungsweite bei normalen 
und hungernden Tauben auf: bei allen Versuchstieren steigt die Amplitude 
der individuellen Schwankungen wahrend des Hungerns. Aber trotz der 
Amplitudeverinderung spalten die Blutzellen wahrend des Hungerns 
durchschnittlich dieselben Katalasemengen wie in der Norm. Die mittleren 
Werte der katalytischen Blutenergie unterscheiden sich bei allen unseren 
Versuchstieren sowohl in der Norm als auch beim Hungern wenig von- 
einander. 

Folglich wird der Katalasegehalt im Blute durch die diétetischen 
Bedingungen fiir den gegebenen Organismus, wie es scheint, nicht beeinfluBt. 
Sowohl im Zustande der Sattheit als auch in dem des Hungers zersetzt das 
Blut bei Tauben dieselben H,O,-Mengen, wahrend nach Burge die Katalase 
der Leber beim Hungern weder mobilisiert wird noch ins Blut tritt. Die 
Hypothese von Burge ist, sofern sie die Versorgung des Blutes mit Katalase 
aus der Leber betrifft, nicht geniigend begriindet, und wir sind nicht geneigt, 
die Leber als einen das Blut und die anderen Gewebe des Kérpers mit 
Katalase versehenden Basispunkt anzusehen. 

Gibt es denn iiberhaupt einen Katalasebasispunkt im Organismus ? 
Triftige Belege hierfiir liegen bisher jedenfalls nicht vor. Vermutlich 
produzieren die Blutzellen selbst im Zellinnern ihr Ferment — die Katalase. 
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Das Obige berechtigt zu nachstehenden SchluBfolgerungen: 

1. Der durchschnittliche Katalasegehalt im Blute hungernder Tauben 
unterscheidet sich nicht von der Norm. 

2. Beim Hungern nimmt die Amplitude der individuellen Schwan- 
kungen zu. 


Ill. Die Katalase im Blute bei Avitaminose. 


Uber ein Jahrzehnt bereits fesselt Funks (22) Lehre von den Vitaminen 
und Avitaminosen die Aufmerksamkeit eines groBen Teiles der Gelehrten- 
welt. Und doch ist die Frage iiber den Mechanismus der Avitaminosen, 
ungeachtet einer kollossalen Entwicklung der einschligigen Literatur, 
bis heute noch nicht véllig aufgeklart. Die von Abderhalden (23), Bickel (24), 
Funk u. a. festgestellte Tatsache der Stérung des gesamten und celluldren 
Stoffwechsels bei vitaminfreier Nahrung veranlaBte einige Forscher, den 
Grund zu diesen Verainderungen in der Alternation der fermentativen 
Zusammensetzung der Gewebe zu suchen. In den Arbeiten iiber die Be- 
teiligung der Fermente an der Entwicklung der alimentaéren Dystrophie 
wurde insbesondere die Katalase beriicksichtigt. 

Dutcher (25), Dutcher und Collatz (26), die eine erhebliche Katalase- 
abnahme (50 Proz.) in den Geweben bei B-avitaminésen Tauben entdeckt 
hatten, stellten eine Hypothese auf, nach der die Entwicklung der B-Avita- 
minose durch die Katalaseabnahme im Organismus bei Vitaminmangel 
bedingt wird. Magat (27), der sich hauptsachlich auf die Arbeiten von 
Dutcher, Dutcher und Collatz stiitzt, gelangt zu dem SchluB, daB sémtliche 
von ihm im Blute gesunder Menschen beobachteten Faille von herabgesetztem 
Katalasegehalt als Zeichen einer an Vitamin armen Nahrung sind. St. und 
A. Draganesco (28) fanden einige Verminderung der Katalase in der Leber 
bei B-avitaminésen Tauben. Andererseits bemerkte Normark (29) im 
Laboratorium von Prof. Palladin keine Verainderungen der Katalase im 
Blute C-avitaminéser Meerschweinchen. 

Die Wirkung der Vitamine auf die Katalase wurde auch in vitro unter- 
sucht. Villaroel (30) hat eine Steigering der Tatigkeit der Katalaseleber 
bei Zusatz zu derselben von Bierhefe-, Pankreas-, und Testikelextrakten 
gefunden. Indem Villaroel dieses Aktivierungsvermégen den im Extrakt 
befindlichen Vitaminen zuschreibt, erachtet er es fiir méglich, diese Er- 
gebnisse auf den ganzen Organismus zu iibertragen. Nach Sammartino (31) 
wird die Aktivierung der Katalase durch Hefeextrakte durch die Milieu- 
veranderung verursacht. 

Unsere Versuche wurden an zwei Serien von Tauben angestellt, die 
einseitiges Futter verabreicht bekamen: zehn Tiere bloB polierten Reis 
(Handelsreis), die anderen ausschlieBlich Sonnenblumendél, das vorher 
4 Stunden lang im Autoklaven bei 140° erhitzt war. Wie bei der ersten, so 
auch bei der zweiten Gruppe entwickelten sich unter-dem EinfluB der 
einseitigen (vitaminfreien) Nahrung Symptome der alimentaren Dystrophie: 
bei der ersten am 20. bis 25. Tage, bei der zweiten am 40. bis 50. Tage. 
Die Versuchsergebnisse sind in den Tabellen IV und V dargestellt. 

Aus den Tabellen ITV und V geht hervor, daB bei den avitaminésen 
Tauben dieselbe Amplitudenveranderung der individuellen Schwankungen 
statthat wie bei den hungernden. Die Veranderung ist hier etwas schwacher 
ausgesprochen, als bei den hungernden Tauben, unterscheidet sich jedoch 
ihrer GréBe nach von den Schwankungen, die bei diesen Tauben in der 
Norm statthatten. Hier verindert sich der Mittelgehalt der Katalase in 
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Tabelle V. 





Nr. der Tauben 
» 64 


II. \ ..1 os 132'2 90, 116.7 
) IIT. . i 4 3, 118.4 139.2 
| IV. S ..| 626 130.3 150,1 


| I. Bestimmung. . 112,7 117.0 


ee 48,6 : 1234 130,7 


Amplitude der Katalase-{| + 8 +5 : + 15 
sechwankungen in Proz.|) — 15 —9 : 10 


7. Tag der Olration 46,2 7 131.4 59,7 140.1 
-  . ‘ 53.8 : 126.2 91.6 132.2 
20. 40,1 , 110.2 94. 132.2 
27, 47.9 s 120.1 57, 119.4 
32. 39,6 t 108.6 60,4 110.7 
42. 38.4 ; 103.9 ome 114.8 


Mittlee ......| 443 | 27,7 | 1167 | “| 745 | 1950 


Amplitude der Katalase-{ + 21 +413 4+ 12 L. 23 + 12 
schwankungen in Proz.| — 14 — 1} — 6 —20 | —l11 


Olfutter 





einem bestimmten Blutvolumen, trotz der Steigerung der Schwankungs- 
amplitude, nicht, ebenso wie beim Hungern. 

Somit nimmt die Katalasemenge im Blute infolge der vitaminfreien 
Diaét nicht ab, und man darf annehmen, da8 der Organismus zur Katalase- 
produktion der Vitamine nicht bedarf. 

Die von uns beobachtete Konstanz des Katalasegehalts im Blute bei 
Hunger und Avitaminose ist deshalb von Interesse, weil diese Zustande 
(Hunger und Avitaminose) bekanntlich von einer Veranderung des Stoff- 
wechsels begleitet werden. Die Verinderung des Stoffwechsels im Organis- 
mus steht, wie es scheint, in keinem direkten Zusammenhang mit der Ver- 
anderung des Katalasegehalts. Hieraus darf man selbstverstandlich nicht 
den entgegengesetzten SchluB ziehen, da8 die Katalaseabnahme im Organis- 
mus ohne Einflu6 auf die Intensitét des Stoffwechsels bleibt. Auf welche 
Seite des Stoffwechsels hin aber, und ob die Katalase iiberhaupt auf den 
Stoffwechsel wirkt, das wissen wir noch nicht. Ebenso ist uns nicht bekannt, 
welches Katalaseminimum der Organismus fiir sein normales Leben nétig 
hat. Vergleichende physiologische Daten zeigen jedenfalls, daB einige 
Organismen (Végel) mit ziemlich hoch gespanntem Gaswechsel sich mit 
einer geringen Katalasemenge begniigen. 

Auf Grund der in diesem Kapitel niedergelegten Ergebnisse diirfen 
wir annehmen, da8 die vitaminfreie Diét keinen groBen Einflu®B auf den 
Katalasegehalt im Organismus ausiibt, und da8 nicht in der Veranderung 
des Katalasegehalts im Organismus eine der Ursachen der avitaminésen 
Stérungen zu sehen ist. Aus denselben Erwagungen halten wir fiir un- 
geniigend begriindet die Ansicht Magats, daB schon die Abnahme der 
Katalase im Blute klinisch gesunder Menschen als Zeichen der Vitamin- 
verminderung im Organismus dienen soll. Wir kénnen gleichfalls auch die 
Autoren nicht bestimmen, die sich den Verlauf der Oxydationsprozesse 
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mit der Katalasemenge im Organismus innigst verbunden denken, da aus 
unseren Ergebnissen ersichtlich ist, daB die Verinderung des Stoffwechsels 
ohne Stérung des Katalasegehalts vor sich gehen kann; und andererseits 
kann der herabgesetzte Katalasegehalt nicht als Zeichen des erniedrigten 
Stoffwechsels dienen, d. h. die Katalase kann, wie Morgulis richtig bemerkt, 
nicht als Ma des Stoffwechsels angesehen werden. 

Aus dem Obigen lassen sich diese Schliisse ziehen: 

1. Der durchschnittliche Katalasegehalt im Blute dndert sich nicht 
bei vitaminfreier Diat. 

2. Wahrend der Avitaminose steigt die Amplitude der physiologischen 
Schwankungen bei einzelnen Individuen etwas an. 


Ergebnisse. 


Das ziemlich umfangreiche Material in vorliegender Arbeit bringt 
kein Licht in die Frage iiber die biologische Rolle der Katalase. Die 
von uns entdeckte Konstanz des Katalasegehalts im Blute der Tauben 
bei Hunger und Avitaminose sprechen gegen die Hypothese von Burge 
und seinen Anhingern, erklirt aber ebenso wie alle vorhergehenden 
Arbeiten anderer Autoren die Rolle der Katalase im Organismus nicht. 
Das Kriterium fiir ein Urteil iiber die physiologische Funktion der 
Katalase gab bisher die Verinderung des katalytischen Vermégens 
der Gewebe bei verschiedenen Zustinden des Organismus ab. Einige 
auf diesem Wege entdeckten Veriinderungen des Katalasegehalts in 
den Geweben wurden zur Aufstellung von Hypothesen tiber die Be- 
deutung der Katalase verwertet. Allein in dem MaBe wie es sich erweist, 
daB auch im normalen Zustand die Katalasemenge sehr groBe Schwan- 
kungen erfaihrt, biiBen erwahnte Hypothesen und desgleichen das zu 
ihrer Aufstellung benutzte Kriterium ihren Wert ein. Das einzige, was 
wir von der Katalase sicher wissen, ist deren Fahigkeit, H,O, in vitro 
zu spalten. Die Bedeutung dieses Prozesses im Organismus ist uns 
jedoch nicht bewuBt. 

Wir sehen uns also gezwungen zuzugeben, da bis heute noch gar 
kein AufschluB iiber die Rolle der Katalase im Organismus vorliegt 
und das Verfahren zur Beurteilung der Rolle der Katalase nach 
deren Gehalt in den Geweben des Organismus unzureichend ist. Unseres 
Erachtens ist ein anderes Kriterium zur Deutung der biologischen 
Rolle der Katalase in der Natur aufzustellen. 


Schlubfolgerungen. 
1. Der Katalasegehalt im Blute bei Tauben ist geringer gegeniiber 
dem bei anderen Tieren. 
2. Der Katalasegehalt im Blute verschiedever Tauben ist ungleich ; 
die von uns ermittelte maximale Differenz schwankt in Grenzen von 
etwa 1000 Proz. 
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3. Die Amplitude der physiologischen Katalaseschwankungen im 
Blute bei ein und derselben Taube betrigt bis 50 Proz. des mittleren 
Katalasewertes. 

4. Bei Hunger und B-Avitaminose nimmt der Katalasegehalt im 
Blute im Vergleich zur Norm nicht ab. 

5. Der Katalasegehalt im Organismus kann offensichtlich nicht 
als MaBstab des Stoffwechsels dienen. 
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Uber einige Bindungsarten im EiweiSmolekiil. 


Von 


W. 8. Ssadikow. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 7. Oktober 1926.) 


Es ist bekannt, daB Kollagen nur durch andauerndes Kochen mit 
Wasser, am besten unter Druck, in Glutin tibergefiihrt werden kann; 
viel leichter erfolgt die Glutinierung bei Anwendung von | proz. Mono- 
chloressigsiure. Es gibt jedoch mehrere Kollagenarten bzw. leimgebende 
Gewebe verschiedener Herkunft (Knochen, Knorpel, Sehnen usw.), 
die sich durch ihren Resistenzgrad gegeniiber den hydrolysierenden 
Agenzien unterscheiden! 

Wenn die hydrolytische Spaltung des Kollagens in der Loslésung 
von Peptid- oder peptidartigen Bindungen besteht, so mu8 man er- 
warten, daB das Glutin die Reaktionen auf freie Aminosiuren, so 
z. B. mit Triketohydrindenhydrat, gibt. Es hat sich aber gezeigt, daB 
das Glutin mit Ninhydrin keine Farbreaktion hervorruft. 

Nicht nur das aus dem Kollagen frisch dargestellte Glutin verhielt 
sich ninhydrinnegativ, auch die meisten guten Gelatinesorten reagierten 
nicht mit Ninhydrin. Es ist sechs- und mehrstiindige Kochdauer 
erforderlich, um eine 5 proz. Gelatinelésung ninhydrinpositiv zu machen. 
Ganz ihnlich verhielten sich Gluteine, die aus hyalinem Knorpel 
(Nasenscheidewand des Schweines) und elastischem Knorpel (Aorta, Ohr) 
dargestellt worden waren. 

Tatsache ist, daB die Glutinierung des Kollagens einen hydrolytischen 
Vorgang darstellt, bei dem keine peptidartigen Bindungen angegriffen 
werden, da keine freien Aminogruppen entstehen. 

Die gleiche Erscheinung beobachteten wir bei der Pepsinverdauung 
simtlicher EiweiSstoffe: Pepsin wirkt hydrolysierend und laBt die 
peptidartigen Bindungen unangegriffen, die man somit als pepsinfest 
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und trypsiniabil bezeichnen kann. Der Pepsinspaltung zuginglich sind 
wahrscheinlich ather-, ester- oder anhydridartige bzw. lactonartige 
Bindungen. 


I. R-CH O CH-R Il. R-CH Oo co 


| | | | 
CH-NH, CH-NH, CH-NH, CH-.NH, 


| | | 
COOH COOH COOH R 


lI. R-CH,-CH-NH,—CO IV. R-CH,—-CH—CH,—CH -NH,—CO 
oO 
R-CH,-CH-NH,—CO% O 


Wahrend das Kollagen eine pepsinlabile und trypsinfeste Struktur 
besitzt, weist das Glutinmolekiil pepsin- und trypsinlabile Beschaffen- 
heit auf. Dagegen sind die Keratine derart gebaut, daB keine leicht 
angreifbaren Bindungen vorhanden sind. Die Keratine sind pepsin- 
und trypsinfest und enthalten wahrscheinlich nur zyklische Bindungen, 
so daB allein destruierende Angriffe (Sauren, Alkalien) pepsin- und 
trypsinlabile Verbindungen liefern. 

Da alle oben erwahnten Eigenschaften bei den ersten hydrolytischen 
Angriffen bzw. Veranderungen des Proteinmolekiils auftreten, so ver- 
dienen sie die gréBte Aufmerksamkeit; bieten sie uns doch unmittelbar 
die Méglichkeit, die urspriinglichen Beziehungen zwischen den einzelnen 
Grundkérpern, aus denen jedes EiweiBmolekiil aufgebaut ist, auf- 
zuklaren. 

Gegenwiirtig kann man mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, 
daB einzelne ,,¢rundkérper“ — wir schlagen hierfiir den Namen 
,,Proteone’ vor — komplizierte polyzyklische Systeme darstellen, die 
,innerlich“ verschiedenartig gebaut sind oder aus anders beschaffenen 
zyklischen Komplexen, Kernen usw. zusammengesetzt sind (z. B. Pyrrol, 
Prolin, Peptin, Peptozyklin, Piperidinringe usw.). Bisher ist es noch 
nicht gelungen, die einzelnen Grundkérper (Proteone) zu isolieren und 
niher zu untersuchen. Trotz aller Schwierigkeiten ist das Problem 
aber nicht unlésbar und kann auf zwei Wegen verfolgt werden: erstens 
durch partielle ,.Mazerierung einzelner Grundkérper mit Hilfe eines 
geeigneten, milde angreifenden hydrolysierenden Mittels — wie es 
z. B. die Fermente sind —; zweitens durch systematische Synthesen 
von Kérpern mit Ringstruktur, indem man von Peptin oder Pepto- 
cyklinkernen ausgeht und zu proteinartigen Koérpern gelangt. 

Eine annahernd orientierende Vorstellung iiber die Bindungsarten 
zwischen einzelnen Proteonen kénnen wir uns bilden durch die Unter- 
scheidung von vier Typen, die wir bei einzelnen Vertretern der EiweiB- 
kérper antreffen. Eine Zusammenstellung findet sich in Tabelle | 
AuBerdem wollen wir versuchen, die einzelnen Typen durch schematische 
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Strukturformeln wiederzugeben, wobei allerdings nur die Bindungs- 
arten beriicksichtigt werden kénnen; der innere Bau und die Eigen- 
schaften der Proteone, sowie ihre Zahl sind als bisher unaufgeklart 
auBer acht gelassen. 





Tabelle I. 
Verhalten 

|| Verhalten gegen peptolytische |- ee Rindungstypus 

ermente gegen Wasser niin der Proteonen 
I. Pepsinlabil—trypsinfest _Kochend unléslich 0 Kollagentypus 
IT. Pepsinlabil—trypsinlabil HeiB léslich 0 Glutintypus 
III. Pepsinfest—trypsinfest Kochend unléslich 0 Keratintypus 
IV. Pepsinfest—trypsinlabil Kalt léslich 0 Peptontypus 


Nimmt man anstatt der Proteone einfache Peptinringe, so lassen 
sich die hauptsichlichen Verkettungstypen durch folgende schematische 
Konstruktionen ausdriicken: 


I. Kollagentypus. 
Pepsinlabil; d.h. es ist eine Ather- oder Esterbindung vorhanden, 
die durch Trypsin nicht angreifbar ist. 
Trypsinfest; d.h. die Peptidbindungen sind simtlich blockiert; 
die blockierende Bindung ist durch Pepsin angreifbar. 
Kollagen wird durch Trypsin nicht angegriffen, nach voraus- 
gegangener Pepsineinwirkung wird es durch Trypsin verdaut. 


oO 
CH,—CH—C=N CH,—CH—C=N 
| | | | 
N——C—CH N——C—CH .CH,—CO 
| | y | 
0 o 8 O 40 
« t l 
N-———C—CH N——C—CH—CH, 
| 2 | | 
CH,-CH—C=N 4 CH-C='=N 
i ee ee Y 9 
Ill — I\ 
_ O gs OP 


Die vier Peptinringe werden durch folgende Bindungen zusammen- 


gehalten: 
1. a-Bindung: entstanden aus zwei’ —CH,.OH-Gruppen durch 


Wasserabspaltung. 

2. B-Bindung: entstanden aus zwei —C(OH)-Gruppen durch 
Wasserabspaltung. 

3. 6-Bindung: entstanden aus —CH,OH und aus COOH durch 
Wasserabspaltung. 


4. y-Bindung: Peptidbindungen durch Anhydrisierung innerlich 
befestigt, blockiert. 
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Die a-, B- und 6-Findungen sind alle pepsinlabil und trypsinfest; 

am zahlreichsten und wichtigsten sind die £-Bindungen, welche die 
peptidischen y-Eindungen vor der Trypsinwirkung schiitzen. 


ll. Glutintypus. 
Pepsinlabil; d.h. von der Art der a- oder 6-Bindungen. 
Trypsiniabil; d.h. die peptidischen y-Bindungen sind nicht 


blockiert; keine £-Bindungen vorhanden. 
0 


Be eee 


A 
CH,—CH—C OH=N /CH,—C H—C OH=N 


| | oO | | 
N { OH—C H—C'O N COH—CH—C'H, 
Oa a © 
7 N=—COH—CH—CH, ° ot N=—COH—C H—C Hy, 
| | 
CH,—_CH—C OH=N CH,—CH-COH= =N 
y 
y 


Ill. Keratintypus. 


Pepsinjest; d. h. keine a-, B- und 6-Bindungen. 
Trypsinfest; d.h. die peptidischen y-Bindungen sind biockiert, 
aber nicht durch §-Bindung. Wahrscheinlich wird die Bindung 
zwischen zwei . peptidischen Gruppen durch das Stickstoffatom 


vernittelt. 
—CO—NH und <C(OH)—N 
¥ 


geben 
—CO—N—C N + H,O 
¥ 
CH-CH,R 
| 
R -H,C—CH—CO—N Cc co 


> 


| | | 
N_CO—CH-CH,R CH,—N 
| 


| 
RCH, -CH—C—N N-—-C—CH -CH,R 
| | 


| 
N—CO—CH, 4 CH,-CH-C—N 


AuBer dieser Binduugsart, die wir als »-Bindung bezeichnen 
d wollen, kénnen noch zwei Arten existieren, das Stickstoffatom kann 
sich nimlich entweder an das Carboxyl oder an das Hydroxy! der 


Seitenketten anschlieBen. 
Man gelangt dann zu folgenden Strukturbildern 
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Die Bindung zwischen 
—CO—NH und HO-CH,—CH—CO 


—OH, NH 





—CO—N—C H,—C H—C O— 
| | (»- Bindung) 
—CH NH 


Die Bindung zwischen 
—CO—NH und HOOC—C H—C O0— 


—CH, NH— 
gibt 
—CO—N—OC—C H—C O— 
| (a- Bindung) 
—CH, NH 


Vier Peptinringe kénnen also folgendermaBen vereinigt werden: 


N..--CH—CH,—_N—_CH—CH, 
| | 

co co cc ho 
| | 

CH-N-—-CH,_CH-N —————_ (»-Bindung) 


N-_CO—CH—CH,—-N—_CO—CH—CH, 
| | 
CH,. CH—CO—N. _ CH,—CH—CO - \ 


‘ 


oder: 


N-—CH—CO—N-_-CH—CO 
| | toe 
co O co CO 


| | | 
CH—N CO—CH—N - («- Bindung) 


N—-CO—CH—CO—N-—-CO—CH - CO 
| | | 
co. CH—CO—_N—-CO-—-CH—CO—N 





Man kann sich auch eine Reihe von Mischformen mit verschieden 
zahlreichen y- und u-Bindungen und mit verschieden langen Seiten- 
ketten vorstellen. Die y-und u-Bindungen sind trypsin- und pepsinfest. 


IV. Peptontypus. 
Pepsinfest; d. h. keine a-, B- und 6-Bindungen vorhanden. 
Trypsinlabil; d.h. die y-Bindungen nicht blockiert. 
Eine Verkettung von Peptinringen ist nur mit Hilfe eines Methylen- 
gliedes méglich: beide Glieder der Peptidbindung miissen frei vorliegen. 
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Man erhalt dann ein Molekiil von folgender Struktur: 
N C(OH)—C H—C H,—-CH—C OH-—-N 
| | 
CH—COH-—-N N  coH—CH 


CH, CH, (w-Bindung) 
CH—COH—N N COH—CH 


| 
N COH—C H—C HH, CH—COH=N 


Diese Bindung kann vielleicht durch folgende Kondensation 
reproduziert werden: 


N——COH—CH, HCO—CH—COH=N 
du—con itera \——coH-¢H, ~ 
N--COH—C—C H—CH—COH—-NH 
*~ bu,—con_x x COH—CH, 

N._ COH—-CH—CH,—CH—C OH—-N 


| | | 
CH,—-COH-N N._-COH—CH, 


Die Kondensation des Peptins mit Peptinaldehyd kénnte der 
Reaktion von Sasaki mit aromatischen Aldehyden amalog verlaufen. 

Uber die erepsinlabilen und erepsinfesten Bindungen im EiweiB- 
molekiil bzw. im Antipeptonkomplex sind wir nur so weit uuterrichtet, 
daB sie héchstwahrscheinlich zyklisch gebaute Peptidgruppen ver- 
ketten, und daB dabei die Glieder von Diaminomonocarbonsauren und 
Aminopolycarbonsiuren eine gewisse Rolle spielen. 

Die Anwendung der oben entwickelten Methode, die auf der 
spezifischen Einwirkung von Fermenten auf derartige Molekiilverbande 
beruht, scheint fiir Untersuchungen auf dem Gebiet der Eiweib- 
konstitution gréBere Dienste leisten zu kénnen. 














Uber den Gaswechsel im Anfangsstadium| 
der B-Avitaminose bei Vigeln. 


Von 
B. A. Lawrow und S. N. Matzko. 


(Aus dem Institut fiir Ernahrungsphysiologie des Volksgesundheits- 
kommissariats in Moskau.) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen iiber die Anderung von Oxydationsprozessen 
im Organismus beim Auftreten verschiedener Avitaminoseformen 
sind sehr zahlreich, und einige Forscher halten es bereits fiir erwiesen, 
daB die Herabsetzung der oxydativen Funktionen des Organismus 
fiir die Erscheinung der Avitaminose charakteristisch ist. 

Diese These findet man éfters nicht nur in der Fachliteratur, 
sondern sogar in Lehrbiichern angefiihrt, so daB sie sehr leicht zu 
einem Dogma werden kann, wodurch allerdings das Avitaminose- 
problem kaum jemals zu lésen ist. 

Es liegen jedoch in der europaischen und amerikanischen Literatur 
eine Reihe von Untersuchungen vor, in denen ein anderer Gesichts- 
punkt maBgebend ist, daB nimlich beim Eintritt der Avitaminose 
die Oxydationsfaihigkeit nicht abnimmt und der Gaswechsel nicht 
erniedrigt wird. Das spiitere Absinken wird nur als Folge der Er- 
schépfung des Organismus, die immer in gréBerem oder kleinerem 
MaBe bei Avitaminose auftritt, betrachtet. 

Indessen kénnen die Tatsachen, die den Vorstellungen tiber diese 
oder jene Art der Verinderungen der Oxydationsprozesse bei Avita- 
minose zugrunde liegen, nicht immer in der Weise erklart werden, 
wie es von manchen Autoren gehandhabt wird. Uberhaupt ist der 
Umfang der Untersuchungen in dieser Beziehung bisher noch alJzu 
gering: sowohl nach der Anzahl der ausgefiihrten Arbeiten, als auch 
nach der Genauigkeit und Tadellosigkeit der Versuchsanordnung und 
der angewandten Untersuchungsmethoden. Viele Arbeiten iiber den 
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Gaswechsel bei Avitaminose, selbst die systematisch durchgefiihrten, 
erwecken den Eindruck einer nur vorliiufigen, oberflichlichen Er- 
forschung dieser Fragen. 

Die Ansicht, daB die B-Avitaminose eine Zustandsform des Orga- 
nismus ist, bei der die Respirationsfunktionen herabgesetzt sind, wird 
unseres Erachtens einerseits von Abderhalden, und andererseits von 
der Bickelschen Schule vertreten. Abderhaldens Thesen zu dieser 
Frage sind folgende: 1. Der Gaswechsel in vivo bei Tieren ist bei 
Vitamin ,,B‘‘-Mangel erniedrigt; 2. die Kérpertemperatur sinkt bei 
diesen Bedingungen; 3. die Gewebe avitaminéser Tiere verbrauchen 
bedeutend weniger ©, als die Gewebe gesunder Tiere ceteris paribus. 


Die erste These wird von Abderhalden hauptsachlich in seinen Ar- 
beiten (1) (2) mit Tauben, die sich unter den Bedingungen einer entstehenden 
Polyneuritis befanden, entwickelt. Der Autor untersuchte mit Hilfe der 
Haldaneschen Methode') bei einer Reihe solcher Tauben taglich die CO,- 
Ausscheidung mit seltenen Unterbrechungen fast bis zum Tode des Ver- 
suchstieres. Soweit sich aus der beschriebenen Methodik ersehen laBt, 
wurde jeder Respirationsversuch mit einer einzelnen Taube im Laufe des 
Tages in eine Reihe von 30 Minuten dauernden Seancen eingeteilt, und 
wahrend dieser kurzen Zeitréume wurde gravimetrisch die CO,-Menge 
(pro Kilogramm und Stunde) bestimmt. Die auf diese Weise fiir jeden Tag 
erhaltenen Kurven der CO,-Ausscheidung werden vom Autor miteinander 
verglichen. Auf 8. 87 (1) kénnen wir bei dem Verfasser eine Wertung seiner 
Versuche lesen: 

»Betrachtet man die Versuchsergebnisse, ... dann erkennt man 
ohne weiteres, da8 wahrend der ausschlieBlichen Erndhrung mit geschlijfenem 
Reis der Gasstoffwechsel mehr und mehr sinkt“’ (Kursiv vom Verfasser). 

Wir siad mit dem Autor darin einer Meinung, daB.besonders belehrend 
der Versuch mit der Taube Nr. 3 [S. 164 (2)] infolge seiner Dauer (78 Tage) 
ist [wir fiigen unsererseits hinzu, daB fiir diese Taube eine Tabelle (Abb. 25, 
S. 173, ibid.) der von ihr verzehrten Nahrung angegeben ist] und wollen 
unsere Aufmerksamkeit diesem Objekt zuwenden. Leider gibt der Autor 
fiir seine Taube den Gaswechsel im normalen Zustande nicht an, so daB 
wir bei der Betrachtung seiner Kurven dieselben, wie es auch der Autor 
getan hat, nur miteinander vergleichen kénnen. Aber auBerdem haben 
wir die durch verschiedene Kurven dargestellte CO,-Produktion mit der- 
jenigen wahrend der Hungerperiode (8 Tage), die der avitaminésen Er- 
naihrung voranging, verglichen. Fiir diese Hungerperiode sind fiinf Kurven 
gegeben [(2) Abb. 14] von welchen zwei, fiir den zweiten und dritten 
Hungertag (5. und 6. April), ungefahr auf dem Niveau der Ordinate 1,7 
(Gramm CO, pro Kilogramm und Stunde) anfangen und dann, im Aus- 
einandergehen, Schwankungen von etwa 2,3 bis zu 1,5 geben. (Wir wollen 
den von diesen Kurven umfa8ten Raum das ,,obere Feld*‘ der Kurven des 
Hungerstoffwechsels nennen.) Die drei iibrigen Kurven, die sich auf den 
vierten, fiinften und sechsten Hungertag beziehen (7., 8. und 9. April), 
ordnen sich zwischen das Niveau der Ordinaten etwa 1 und 1,5 (das ,,untere 
Feld‘* der Kurven des Hungerstoffwechsels). Da alle Abbildungen fiir die 


1) Nach der Modifikation von A. Weil (3). 
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Respirationsversuche mit der Taube Nr. 3 vom Autor in ein und demselben 
MaBstabe gegeben worden sind, so ist leicht zu ersehen, daB die Kurven der 
CO,-Ausscheidung in den nach dem Hungern folgenden Tagen (Abb. 15) 
der avitaminésen Ernahrung (geschliffener Reis) meistenteils im ,,oberen 
Felde“ der Kurven des Hungerstoffwechsels sich befanden: d. h., daB sie 
mit den Schwankungen des Gaswechsels in den ersten Tagen des Hungers 
(zweiter und dritter Tag) zusammenfallen. Daraus kénnte man, nach 
unserer Ansicht, den Schlu8 ziehen, daB in den ersten Tagen der avita- 
minésen Erniéhrung bei einer groBen Menge Kohlehydrate eine Erhéhung 
der CO,-Produktion eintritt, wobei letztere dem am zweiten und dritten Tage 
des Hungers (d. h. 5. und 6. April) beobachtetem Zustande vollstandig 
entspricht. 

Wenn wir jetzt zur folgenden Abbildung iibergehen (Abb. 16), so 
sehen wir, daB die erste Kurve (18. April) eine weitere Erhéhung der CO,- 
Produktion zeigt (Schwankungen von 2,15 bis zu 2,75!), dafiir néhern sich 
aber die letzten zwei (21. und 22. April) dem ,,unteren Felde“ der Hunger- 
kurven. Es ist augenscheinlich, da8B vom 21. April an die CO,-Produktion 
aus irgendeinem Grunde zu sinken anfingt. Dieses niedrige Niveau wird 
auch an den folgenden Tagen des Versuchs festgestellt (Abb. 17), als alle 
Kurven, zusammen mit den erwaihnten Kurven vom 21. und 22. April, im 
,,unteren Felde‘‘ des Hungers liegen. Was ist nun die Ursache der Erhéhung 
der CO,-Produktion in den ersten Tagen der avitaminésen Ernahrung und 
ihres spéteren Sinkens bis zum Hungerniveau? Die Erklarung gibt uns 
die Kurve der Nahrungsaufnahme. Es erweist sich, daB die CO,-Erhéhung 
mit der geniigenden Nahrungseinnahme, bis zu 20 g pro die (und am ersten 
Tage sogar 45g!) zusammentrifft, und gerade vom 21. April an zeigt sich 
eine Appetitverminderung, die manchmal an védolliges Hungern grenzt. 
Weil sich an einem solchen Tage die Symptome der Avitaminose zeigen, 
wird dem Versuchstiere ein Hefepraiparat gegeben, wodurch der Appetit 
ein wenig steigt. Im Zusammenhang damit steigt auch die C O,-Ausscheidung 
etwes, aber nur auf kurze Zeit, und tritt dann wieder, gleichze:tig mit dem 
Sinken des Appetits, in das Gebiet des ,,unteren Felides‘ (Abb. 18, 19). 
Die Darreichung von Hefepraiparaten am 12. und 13. Mai erhéht wieder den 
Gaswechsel, was wahrscheinlich auch mit der Steigerung des Appetits 
wahrend dieser Tage zusammenhaingt. Jedoch nimmt die CO,-Produktion 
nur unbedeutend zu, denn, wenn man nicht den ausschlieBlichen und 
kurzdauernden Schwung der Kurve am 13. Mai beachtet, sind die iibrigen 
Kurven im Gebiete des ,,oberen Feldes‘‘ des Hungers; und als spater der 
Appetit wieder verschwindet, sinkt auch wieder die CO,-Produktion und 
die Kurven kehren wieder ins ,,untere Feld‘‘ des Hungers zuriick. 


Wenn also bei Avitaminose der Appetit sinkt, so erniedrigt sich auch der 
Gaswechsel; die Einfiihrung einiger den Appetit anregenden Substanzen 
ruft eine Erhéhung der CO,-Ausscheidung hervor. Wir konnten daher 
keine Herabsetzung der Oxydationsfaihigkeit des Organismus beim Autf- 
treten der B-Avitaminose wahrnehmen. Es lé8t sich unseres Erachtens 
der SchluB ziehen, daB eine direkte Wirkung der B-Avitaminose auf den 
Gaswechsel bei der angegebenen Versuchsanordnung nicht zum Vorschein 
kommt. 

GewiB kénnte die B-Avitaminose a priori eine Wirkung auf den Gas- 
wechsel haben, in welcher Form jedoch, bleibt noch ungeklart ; die angegebene 
Methodik scheint uns noch zu ungeniigend zu sein, um alle die Verinderungen 
zu verfolgen, welche im Gaswechsel des Organismus bei dieser Ernahrung 
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sich abspielen. Und tatsiachlich bestimmt die Methodik, mit der Abder- 
halden gearbeitet hat, eigentlich sehr genau nur die Verdinderungen, die 
wahrend 30 Minuten in der Kammer vor sich gehen und nicht die Um- 
wandlungen, die im Organismus vonstatten gegangen sind. Der so kurz- 
dauernde Versuch (20 bis 30 Minuten) ist namlich sehr vielen fiir den Ex- 
perimentator oft unmerklichen Zufilligkeiten unterworfen: das Erschrecken 
des Tieres, die Konzentrierung seiner Aufmerksamkeit auf irgend ein 
Objekt ; die nach einer Bewegungspause entstehende Aktivitatsentwicklung, 
die entweder durch die Umgebung oder durch das Entstehen des Hunger- 
gefiihls hervorgerufen war, usw.; dies alles kann zu Respirationsbewegungen 
verschiedener Frequenz und Starke’) fiihren, was sofort auf die Zusammen- 
setzung der Gasprobe, die mittels eines Aspirators aus der Kammer heraus- 
gesaugt wird, einwirken wiirde. Bei der Betrachtung der Abderhaldenschen 
Kurven, die zur CO,-Produktion gehéren, fallt beim ersten Blick ihre 
Ungleichartigkeit auf, was auf die Unvollkommenheit der Methodik hin- 
weist [vgl. die Versuche von Laufberger (4))}. 

Wenn wir auch mit Abderhalden in der Interpretation seiner Arbeiten 
nicht konform gehen kénnen, so wollen wir deshalb doch nicht das Entgegen- 
gesetzte behaupten: wir wollten nur hervorheben, daB8 das Problem auch 
nach dieser Abhandlung noch nicht gelést ist und weiterer, genauerer und 
ebenso systematischer Untersuchungen bedarf. 

Die unlangst erschienene Arbeit von Farmer und Redenbaugh (5) mit 
Tauben, die auf verschiedener Diét (ohne Vitamine) gehalten wurden, ist 
im Respirationsapparat nach Benedikt ausgefiihrt worden. Jeder Versuch 
dauerte 3 Stunden, und das Futter wurde zwangsweise in der notwendigen 
Menge eingefiihrt. Eine derartige Versuchsanordnung la8t keine Zweifel 
an der genauen Stoffwechseluntersuchung iibrig, leider war aber jede Taube 
wahrend der Avitaminose ad maximum nur viermal untersucht worden. 
Es zeigt sich, daB wirklich wihrend der Avitaminose eine Erniedrigung der 
Warmeproduktion statthat: so war beim Auftreten der Krimpfe die 
durchschnittliche (sieben Tauben) Wirmeproduktion auf 32 Proz. unter 
die Norm gesunken. Jedoch geben hungrige Tauben eine noch gréiBere 
Herabsetzung der Warmeproduktion bis auf 50 Proz. der Norm (6). Es 
wire sehr wichtig, mit Hilfe dieser Methode zu untersuchen, von welchem 
Momente an das Sinken der Warmeproduktion anfaingt und wie sich zu 
diesem Zeitpunkt die Nahrungsresorption verhilt. 

Die zweite Abderhaldensche These, daB fiir die Avitaminose das Sinken 
der Temperatur charakteristisch ist, findet einigen Widerspruch sowohl 
in den Arbeiten des Autors [z. B. (8)}, als auch in den Arbeiten anderer 
Forscher [(5), 8.35]. Aus diesen Untersuchungen ersehen wir, daB die 
Temperatur des Kérpers bei der Avitaminoseernihrung sich wohl un- 
bedeutend veraindern kann, und andererseits kann auch beim Hungern 
(gegen den elften Tag) das Sinken der Temperatur sogar viel bedeutender 
sein als bei der Avitaminose. 

Die dritte Abderhaldensche These: das Sinken des O,-Verbrauchs 
der Gewebe avitaminéser Tiere (die Atmung in vitro) liegt von der eigent- 
lichen Fragestellung weit ab, denn die Bestimmung der O,-Absorptions- 


‘) Hierzu namentlich kénnte man die Bemerkung von Groebells 
[S. 107 (14)] anfiihren, daB die Bestimmung des Gaswechsels beim Vogel 
nicht als MaB des Stoffwechsels angesehen werden kénne, ,,weil der Vogel 
in seinen Luftsicken rein mechanisch CO, zuriickhalten kann“. 
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fihigkeit der in einen Brei verwandelten Gewebe und Organe kann fiir die 
Oxydationsprozesse im gesamten Organismus nicht charakteristisch sein 
(die humorale Wirkung und die der Nerven ist ausgeschlossen). Aber als 
Vergleichsmethode hat sie dem Autor die Méglichkeit gegeben, den Unter- 
schied in der Gewebsatmung von Tauben festzustellen, die sich in ver- 
schiedenen Ernihrungszustinden befanden. Aus den Tabellen des Ver- 
fassers (9) kann man ersehen, daB die Menge des von 1g Muskelmasse 
absorbierten O, bei avitaminésen Tauben sehr variiert. Sie ist fast normal 
bei Avitaminose ohne Anzeichen einer Erschépfung und weicht sehr stark von 
der Norm ab bei einer Avitaminose, die zur Erschépfung (aber ohne Kraimpfe- 
erscheinungen) gefiihrt hat (Gewichtsabnahme 40 Proz.). Aber auch die 
Muskeln von durch gewéhnlichen Hunger erschépften Tauben geben das- 
selbe Bild der Abnahme der Fahigkeit, den O, zu binden. Es scheint uns, daB 
die Hauptursache gerade in der Erschépfung des Organismus liegt, ganz 
gleich, ob sie durch die Avitaminose oder durch den Hunger hervorgerufen 
ist, und gerade fiir die Avitaminose, insofern sie zum Unterschied vom 
Hunger sich in Form von Nervenstérungen auspragt (Polyneuritis) ist 
das Sinken der Sauerstoffabsorptionsfaihigkeit nicht charakteristisch. 


Im Zusammenhang damit scheint uns die Arbeit von Visirhelyi (10) 
sehr interessant zu sein. Aus seinen Tabellen ist es schwer, einen Unter- 
schied in der O,-Absorptionsfahigkeit der Muskelgewebe (in vitro) von an 
Beriberi erkrankten und normalsn Tauben zu ersehen. AuBerdem fand 
der Autor in Maskelextrakten die Anwesenheit von Stoffen, welche die 
O,-Absorption des Maskelgewebes sowohl normaler, als auch avitaminéser 
Tauben erhéhten. Diese Extrakte haben die gleiche Wirkung ungeachtet 
dessen, ob sie aus Muskeln normaler oder avitaminéser Tauben erhalten 
worden sind. 


Das Bestreben, die B-Avitaminose als Verainderung der O,-Absorptions- 
fahigkeit bei Geweben zu charakterisieren, hat also noch keine sicheren 
widerspruchslosen Beweisgriinde fiir sich ergeben. 

— 


Von der Herabsetzung der Oxydationsfahigkeit bei B-Avita- 
minose wird oft in den Arbeiten der Pickelschen Schule gesprochen. 
Als Beweis fiir die Behauptung dieser These dienen auBer den oben 
erwihnten Arbeiten von Abderhalden die eigenen Arbeiten des Bickel- 
schen Instituts; besonders die Arbeiten von 7'suji (11) und Asada (12, 13). 


Die Versuche von Tsuji sind mit einem Hunde angestellt worden, der 
mehr als 100 Tage auf vitaminlose Diét gesetzt war. Die Nahrung wurde 
dem Tiere immer in derselben Menge zwangsweise eingefiihrt, aber der 
Gaswechsel wurde nur viermal (am 16., 31., 38. und 110. Tage des Versuchs) 
im Zuntz-Geppertschen Apparat mit Anlegen einer Trachealkaniile niichtern 
bestimmt. 


Diese Methode konnte vergleichendes Material fiir den Gaswechsel 
nur unter der Bedingung ihrer é6fteren Anwendung in regelmaBigen Zeit- 
perioden geben; es scheint uns aber ganz unméglich, irgend einen SchluB 
zu ziehen aus Versuchen, die nur viermal, vom 8. Juli an bis zum 7. Oktober, 
ausgefiihrt wurden, ohne davon zu sprechen, da8 ein 10 Minuten dauernder 
Versuch iiber den O,-Verbrauch vielen Zufalligkeiten unterworfen ist und 
noch weniger Zutrauen verdient als die kurzdauernden Versuche der CQ,- 
Bestimmung im Apparat von Weil (siehe oben). Das Resultat der O,- 


2 RS ey NE I a pe eR I RT 





Gaswechsel. 337 


Bestimmung bei dem Hunde dieses Forschers bestatigt unsere Auffassung 
in kategorischer Weise. Wenn wir den O,-Verbrauch mit den anderen 
Ergebnissen des Versuchs verglichen, so sehen wir, daB bei ziemlich gutem 
Zustande des Tierés, vom 5. Juli an bis zum 27. Juli, als das Gewicht nur 
um 5 Proz. gesunken und das Stickstoffgleichgewicht eben erreicht ist, 
der O,-Verbrauch von 7,28 bis auf 6 (auf | kg in einer Zeiteinheit) sinkt; 
72 Tage spater, als die Erschépfung schon 33 Proz. erreicht hat, 18 Tage 
vor dem Tode, als der Organismus des Tieres schon stark gelitten hat (die 
infolge geschidigter Nierenfunktion N-Retention ist schon eingetreten), 
bleibt der O,-Verbrauch dennoch auf derselben Hohe, 5,76. Die Unmdg- 
lichkeit einer derartigen Erscheinung scheint uns ganz offensichtlich zu 
sein, deshalb kénnen wir die Resultate der Respirationsversuche dieses 
Forschers fiir die Charakteristik der B-Avitaminose nicht benutzen. Aus 
demselben Grunde kénnen wir auch nicht die Ergebnisse der etwas spiter 
erschienenen Arbeit von Asada (12) mit einem Hunde gebrauchen. 

AuBerdem ist von Asada (13) eine Arbeit mit Ratten bei avitaminéser 
Ernihrung ausgefiihrt worden; die Respirationsversuche wurden im 
Apparat von Haldane, mit der Modifikation von Arnoldi, angestellt; dabei 
wurde die gravimetrische Bestimmung der von dem Tiere ausgeschiedenen 
CO, und H,O durch eine graphische ersetzt. Obgleich die Versuche nicht 
kurzdauernd waren (meist viele Stunden), so werden sich doch die un- 
vermeidlichen Fehler bei der Bestimmung des absorbierten Wassers (welche 
bei der Anwendung dieser Methodik ohne spezielle Einrichtung allgemein 
iiblich sind) und die méglichen Fehler bei der Umrechnung der graphischen 
Aufzeichnungen auf Gewichtszahlen summieren. Die fehlenden Angaben 
der Schwankungen im O,-Verbrauch, die bei der normalen Erndhrung des 
Tieres wahrend derselben Zeit (2 bis 3 Wochen) beobachtet wurden, ge- 
statten uns nicht, in gebiihrender Weise die Ergebnisse dieser Arbeit ein- 
zuschatzen. Zudem ist auch die Menge der zwischen den Versuchstagen 
verzehrten Nahrung unbekannt. 


Wenn man die Arbeiten iiber den Gaswechsel bei der B-Avitaminose 
iibersieht, so ist es unmdglich, die Arbeiten Groebells’ auBer acht Lu 
Jassen (14,15, 16). Dieser Autor, der Respirationsversuche von 
15 Minuten Dauer in Kestners Apparat anstellte, beobachtete bei 
Mausen eine Erhéhung des O,-Verbrauchs jedesmal dann, wenn das 
Tier von Hafer (vollwertige Nahrung) auf avitaminése Nahrung (Reis- 
mehl) gebracht wurde. Einen gleichen Schwung nach oben sehen 
wir aber auch bei den Kurven der O,-Einnahme bei Uberfiihrung 
der Tiere von Hafer auf Reis und Hefe [Kurve 13, 8. 225 (15)}. Dieser 
Umstand l48t uns daran denken, als Ursache der O,-Verbrauchs- 
erhéhung kénnte die wihrend dieser Tage iiberfliissige Einnahme 
von Nahrung dienen, einer Nahrung, die eine grobe Menge Kohle- 
hydrate in leicht verdaulicher Form enthalt (Reismehl im Vergleich 
mit dem cellulosereichen Hafer). Dieser Erklarung entspricht auch 
die Zunahme des Tiergewichts. Deshalb scheint es uns auch begreiflich, 
im Zusammenhang mit der Eigenschaft des B-Vitamins, den Appetit 
anzuregen, daB die von dem Autor beobachtete Erhéhung der O,-Ein- 
nahme mehr oder weniger schnell bei Abwesenheit von Vitamin verschwind et 
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[die Kurven sinken, s. die Kurven 2 bis 4, 8.113 bis 115 (14)] und 
lange Zeit anhilt, wenn Vitamin verabreicht wird [Kurve 13, 8. 225 (15)]. 


Ubrigens geben solche kurzdauernden Respirationsversuche und das 
Fehlen von Angaben iiber die Menge der verzehrten Nahrung sehr wenig 
Hoffnung, ein hinreichend iiberzeugendes Material zum Studium aller 
Einzelheiten des Stoffwechsels wihrend der Entwicklung der Avitaminose 
zu erhalten. Es wirkt auf uns deshalb gar nicht iiberraschend, da8 wir in 
den Kurven Groebells’ nicht immer mit iiberzeugender Klarheit das ersehen 
kénnen, was der Autor der These Abderhalden’s (s. oben) bei der Charak- 
teristik der B-Avitaminose gegeniiberstellen will. 


Im Widerspruch zu diesen Ansichten, nach denen das B-Vitamin 
in diesem oder jenem Sinne auf die Héhe des Gaswechsels einwirkt, 
kann man die unlaingst erschienene Mitteilung von Deuel, Harry und 
Weiss (17) anfiihren. 


Die Autoren arbeiteten mit dem Respirationskalorimeter und stellten 
mit einem Hunde bei avitaminéser Ernahrung ein allmahliches Sinken der 
Grundwirmeproduktion fest, entsprechend der verminderten Nahrungs- 
aufnahme und der Kérpergewichtsabnahme. Es ist besonders interessant, 
daB am Tage vor dem Auftreten der Polyneuritissymptome und an den vier 
der Genesung des Tieres (vermittels Darreichung eines Hefepraparats) 
folgenden Tagen der Grundwechsel sich gleich erwies; wihrend der Poly- 
neuritis war aber der Grundwechsel gréBer als in der Norm, was im Zu- 
sammenhang mit dem in dieser Zeit erhéhten Muskeltonus stehen sollte. 
Daraus kénnte man den Schlu8 ziehen, daB das B-Vitamin unmittelbar 
auf die Warmeproduktion nicht einwirkt, worauf auch die Versuche der 
Autoren mit iiberschiissigem Einfiihren des B-Vitamins hinweisen, wobei 
keine Erhéhung des Grundwechsels festgestellt worden war. Zu ahnlichen 
Ergebnissen kommt auch Gulick (18), in dessen Versuchen Ratten in der 
Unterernaéhrung sich hinsichtlich des Grundumsatzes, sowohl mit Vitamin 
als auch ohne Vitamin, gleich verhiclten. Ferner sehen wir dasselbe auch 
in der Untersuchung von Mitchell und Carman (19) mit Ratten, wo die 
erhéhten Zugaben des Vitamins zur Nahrung keine Wirkung auf den Stoff- 
wechsel haben. 


Die Ansicht, daB die B-Avitaminose ein Zustand ist, bei dem 
die Oxydationsfahigkeit des Organismus erniedrigt ist, bringt einige 
Forscher, im Zusammenhang mit der Verinderung des Zuckergehalts 
im avitaminésen Blut, zu der Vorstellung, daB sich dabei die verminderte 
Oxydationsfahigkeit hauptsichlich auf Kohlehydrate bezieht. 


So stellt Bickel (20) der Oxydierbarkeit der Kohlehydrate diejenige 
der Fette und Eiwei®Sstoffe entgegen. Jedoch scheinen dieser Behauptung 
die Versuche von Mittil (21) und von Garstenberger und Burhans (22) zu 
widersprechen. Der erste Forscher beobachtete bei Ratten, welche Vitamin B 
nicht bekamen, sogar bei Gewichtsabnahme bis auf 40 Proz., 14, bis 
3 Stunden nach der zwangsweisen Einfiihrung (per os) von Glucose, eine 
Erhéhung des Respirationskoeffizienten bis auf 0,96 und 1,0. (Der Grund- 
respirationskoeffizient bei normalen und avitaminésen Ratten war ein 
gleicher, 0,755 und 0,745.) 
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Die angefiihrte Ubersicht der Arbeiten iiber den Stoffwechsel 
bei B-Avitaminose — eine durchaus nicht vollstandige Ubersicht 
gibt uns das Recht zu behaupten, daB es bis jetzt noch verfriiht ist, 
allgemeine Sitze fiir die Charakteristik dieser Avitaminose festzu- 
stellen: Es sind noch zu viel Widerspriiche vorhanden, die infolge 
der verschiedenen Genauigkeit bei der Anstellung der Versuche und 
der angewandten Untersuchungsmethoden bei verschiedenen Forschern 
entstanden sind. Viele Arbeiten kénnen wir jetzt schon als orientierende 
ansehen, und ohne Zweifel ist die Zeit gekommen, den avitaminésen 
Zustand des Tieres von allen Seiten aus und mit Anwendung genauer, 
,,.klassischer*‘ Methoden, ohne ihre Umstindlichkeit und Schwierigkeit 
zu fiirchten, zu untersuchen. Wir sehen diese Richtung in verschiedenen 
Landern; denselben Weg hat auch unser Institut schon seit einigen 
Jahren bei der Untersuchung der Avitaminose beschritten. Eine 
der Arbeiten dieser Richtung, die von uns ausgefiihrt wurde und die 
gewiB nur einen Beitrag zur Avitaminosefrage liefert, wird weiter 
unten vorgelegt (B. Lawrow). 


Experimenteller Teil. 


Die vorliegende Arbeit wurde zwecks Untersuchung des Gasstoff- 
wechsels im Anfangsstadium der B-Avitaminose bei Végeln unternommen. 
Sie wurde mit zwei erwachsenen Hiihnern ausgefiihrt, bei einseitiger Er- 
nahrung derselben mit Futter, welches praktisch den Faktor ,,B“ nicht 
enthielt. Zum Vergleich werden anfanglich beide Versuchstiere mit einer 
vollkommen geniigenden Ration (Buchweizen und Hafer) gemastet und 
der Gaswechsel wahrend dieser Mastperiode sowie der darauf folgenden 
Avitaminoseperiode studiert. 

Jedes Versuchstier befand sich in einem grogen (1 x Im) Drahtkafig, 
der von oben und an den gegen die Wand gerichteten Seiten durch Papier 
vor dem Eindringen von Schmutz (Kalk) geschiitzt war. Der Kafigboden 
war mit einer reinen Furnierplatte bedeckt. 


Taglich zu bestimmter Stunde, vor der ersten Fiitterung, wurde der 
Vogel aus dem Kafig auf einen Tisch gebracht, wo das Futter unter be- 
sonderen Vorkehrungen gegen ein Verstreuen verabreicht wurde, wobei 
das Gewicht des verabreichten Futters sorgfaltig kontrolliert wurde. 

Falls der Vogel das Futter nicht gutwillig fressen wollte, wurde eine 
erforderliche Menge durch zwangsweises Einfiihren in den Schnabel ein- 
gegeben. 

Wir hielten es fiir notwendig, den Gaswechsel mdéglichst oft zu unter- 
suchen, um die Veranderungen der Oxydationsfaihigkeit des Organismus, 
je nach der Entwicklung der Avitaminose, feststellen zu kénnen. Zu diesen 
Experimenten benutzen wir den Schaternikoffschen Respirationsapparat (23). 
Das Kammervolumen (Tierbshalter) betrug etwa 0,25 chm. 


Da wir die Absicht hatten, gleichzeitig auch den Stickstoffumsatz zu 
untersuchen (die Resultate werden spiater veréffentlicht werden), so konnten 
wir die Respirationsversuche nicht in gewohnter Weise an den Tieren vor- 
nehmen, die zunichst 16 Stunden sowie waihrend des Versuchs selbst 
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gehungert hatten, weil dann selbstverstandlich auch der Verlauf des Stick- 
stoffwechsels stark verdindert worden ware. 
Infolgedessen waren wir gezwungen, vom Studium des sogenannten 


»,Grundumsatzes*‘ abzusehen, wir versuchten nur, stets streng einheitliche 


Bedingungen bei der Ausfiihrung der Versuche innezuhalten. Vor dem 
Respirationsversuch selbst wurden die Tiere mit der halben Tagesration 
gefiittert. Die Dauer des Gaswechselversuchs betrug meistens 10 bis 
9 Stunden, wobei die Végel gewéhnlich bewegungslos im Apparat saBen 
und selten von dem ihnen hingestellten Wasser tranken. 

Die Versuchsresultate sind in den Tabellen I, II, III und in den Abb. 1, 
2 und 3 wiedergegeben, wobei in den letzteren die Gewichtsschwankungen 
in Prozenten zum Gewicht des ersten Tages, das in den Abbildungen an- 
gefiihrt ist, ausgedriickt sind. 


Korpergewicht 
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Abb. 1. 
Die erste Linie = Kérpergewicht. Die zweite Linie = Futtermenge. 
Die schwarzen Siulchen = CO», die weifen Siukhen = O, (Liter pro Kilostunde). 
Die Zablen iiber den Séulchen = R.«Q. 


Die erste Untersuchung wurde am Huhn 1 vorgenommen, welches 
Buchweizen ad libitum im Laufe von 66 Tagen (10. Oktober bis 14. De- 
zember) erhielt, wobei das Gewicht anfangs abnahm, von 1485 auf 1400 ¢ 
(20. bis 25. Oktober), spater wieder zunahm bis auf 1480 g (18. November) 
und mehr und alsdann im Bereich einiger Prozente schwankte. Die Schwan- 
kungen der Futterquantitaéten sind aus der Abb. 1 (punktiert) leicht er- 
sichtlich. Am 15. Dezember 1925 erhielt der Vogel 50g polierten Reis, 
wovon er schon nach 3 Tagen gutwillig nur 20 bis 30 g genoB, die restliche 
Menge muBte ihm in kleinen Portionen durch den Schnabel zwangsweise 
eingefiihrt werden. Die Reisdiit dauerte 12 Tage (bis zum 26. Dezember 
1925), wobei schon am siebenten Tage (21. Dezember 1925) der Vogel das 
Futter vollstandig verweigerte und die gesamte Tagesportion zwangsweise 
eingefiihrt werden muBte. 

Vom achten Tage an entleerte sich der Kropf schlecht und am 13. Tage 
(27. Dezember 1925) morgens war der Kropf so voll, da8 kein Futter mehr 
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eingegeben werden konnte. Am nachsten Morgen spiirte man noch einige 
K6érner im Kropf und es wurde dem Vogel Reisgriitze verabreicht (aus 
20 g trockenem Reis). Am 15. und 16. Tage erhielt der Vogel kein Futter. 
Am 17. Tage (31. Dezember 1925) war der Kropf leer und der Vogel erhielt 
wieder 40 g Reis. An den darauf folgenden Tagen wurden dem Vogel nur 
10 bis 20 g eingefiihrt, weil sich der Kropf nicht entleerte (1. und 2. Januar 
1926) und vom 3. Januar 1926 (20. Tag) an hdérte die Fiitterung auf. 
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Die erste Linie = Kérpergewicht. Die zweite Linie — Futtermenge. 
Die schwarzen Saulchen = COz,, die weifsen Saiulchen = O, (Liter pro Kilostunde). 
Die Zahlen iiber den Séulchen = R.«Q. 


Diese Notiz des Tagebuchs weist darauf hin, daB der Vogel schon 
gegen den siebenten Tag der Reisfiitterung Appetitlosigkeit zeigte, sowie 
vom neunten Tage an Veraénderungen der motorischen Funktionen des 
Darmkanals (aller Wahrscheinlichkeit nach nicht nur solcher allein) aufwies. 
Diese Verdinderungen steigerten sich fernerhin immer mehr und mehr 
und zeigten das gewéhnliche Bild des Anfangsstadiums der Avitaminose 
bei Végeln (Kropflahmung). Im weiteren Verlauf gesellt sich zur Avita- 
minose der Hunger, was aus der schnellen Gewichtsabnahme des Tieres 
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leicht ersichtlich ist. Aus Tabelle I und Abb. 1 laBt sich erkennen, daS 
bei der Fiitterung mit Buchweizen, sowie mit Reis, bei den ersten Er- 
scheinungen von Avitaminose (Versuch 11, 12) und sogar am ersten Hunger- 
tage (Versuch 13) das verbrauchte Quantum O, pro Kilogramm und Stunde 
nur geringe Schwankungen aufweist, ungefahr | Liter (17. Oktober 1925 
0,990 Liter, 1. Januar 1926 1,082 Liter). Bei weiterem Hungern sinkt 
selbstredend der O,-Verbrauch bis auf 0,807 Liter (5. Januar 1926). 
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Abb. 3 
Die erste Linie = Kérpergewicht. Die zweite Linie = Futtermenge. 
Die schwarzen Siulchen = CO ., die weifBen Saéulchen = O, (Liter pro Kilostunde) 
Die Zahlen iiber den Saéulchen = R.-Q 


Dasselbe gilt auch fiir die CO,; das Quantum derselben steigert sich 
sogar bei den Anfangserscheinungen der Avitaminose, und erst bei der 
Hungerdiat sinkt die Erzeugung von CO, bis auf 0,61 Liter. 

Fiir die zweite Untersuchung benutzten wir das Huhn 2, welches erst 
mit Buchweizen im Laufe von 17 Tagen, sodann mit Hafer im Laufe von 
7 Tagen gemistet wurde; erst dann gingen wir zur Reisdiat tiber, um einen 
Vergleich des Gaswechsels bei verschiedenen Futtersorten und den ver- 
schiedenen Stadien der Mastung ziehen zu kénnen. 
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Wahrend dieser Untersuchungsperiode erhielt das Tier, sozusagen, 
gemischtes Futter: erst Buchweizen, dann Hafer, sodann, nach verhaltnis- 
maBig kurzen Zwischenriitumen, Réis, wobei der Vogel merklich an Gewicht 
zunimmt, der Gaswechsel jedoch sich nur wenig verdindert; selbst am 
vierten Tage der Reisdiait machen sich keinerlei besondere Veranderungen 
im Vergleich mit anderen Futtersorten bemerkbar (Versuche 3 und 4, 
Tabelle II, Abb. 2). 

Im weiteren Verlauf des Versuchs wiederholen sich dieselben Er- 
scheinungen wie bei dem Huhn 1; am sechsten Tage der Reisdidt muBte 
man, wenigstens abends, das Futter zwangsweise einfiihren, und vom 
zehnten Tage an wurde eine unvollstandige Entleerung des Kropfes kon- 
statiert. Das schnelle Eintreten der Kropflahmung befiirchtend, unter- 
brachen wir den Versuch und fiitterten das Huhn im Laufe eines Monats 
ad libitum mit Hafer. 

Vom 24. Marz 1926 an erneuerten wir bei demselben Huhn die Re- 
gistrierung der Futterquantitaten (dritte Untersuchung), wobei dem Vogel 
tiglich 33 g Hafer verabfolgt wurden, was dem Stickstoffgehalt nach 60 g¢ 
Reis entspricht. Das Anfangsgewicht betrug 1631 g. Jedoch erwies es 
sich, daB 33 g Hafer nicht geniigten, und das Huhn fing an abzumagern; 
am 1. April sank sein Gewicht bereits auf 1519g. Da wir beabsichtigten, 
fernerhin auf eine in bezug auf Stickstoff aquivalente Reisfiitterung iiber- 
zugehen (60 g), so fiigten wir, um die Gleichartigkeit des Versuchs zu wahren, 
zum Hafer eine gewisse Menge Starke hinzu, so da8 Hafer + Starke un- 
gefahr 60 g Reis entsprachen, und zwar nicht nur hinsichtlich des Stickstoffs, 
sondern auch der iibrigen stickstofffreien Komponenten. Die Zugabe von 
Starke begann am 2. April (12g); am 6. April betrug das Gewicht des 
Vogels 1544 g, sank aber zum 9. April wiederum auf 1511 g. Vom 10. April 
an wurde die Starkeration bis auf 16 g vergréBert, das Gewicht des Vogels 
erhéht sich bis zum 17. April auf 1561 g (vgl. Abb. 3, wo das Gewicht des 
Vogels von 1521 g am 12. April mit 100 engenommen wird). Vom 18. April 
an erhielt der. Vogel ausschlieBlich Reis (60g), wobei sich sein Gewicht 
bis zum 20. Abril auf 1533 g steigert. Vom 21. April (vierten Tage der 
Reisdiaét) an kann das Futter wegen vollstaéndiger Nahrungsverweigerung 
nur zwangsweise eingegeben werden, und vom 23. April an beginnt das 
Gewicht allmaéhlich zu sinken, morgens spiirt man im Kropf meistens 
kleine Uberreste. Am neunten Tage der Reisdiat (der Kropf ist morgens 
entleert) betrug das Gewicht des Vogels bereits nur 1545 g und am zwélften 
Tage 1521 g; obgleich sich der Kropf im Laufe dieser Tage in befriedigender 
Weise entleerte, ist eine bedeutende Schwdche des Vogels zu konstatieren. 
(Am 26. April, am neunten Tage wahrend der Eingabe des Futters, wurde 
das Huhn ohnmichtig, was sich am 30. April wiederholte.) 

Am 1. Mai (14. Tag der Reisdiat) lassen sich rhythmische Bewegungen 
des Kopfes und des Halses bemerken, die an Erbrechungsbewegungen er- 
innern. Nach der Fiitterung an diesem Tage erhalt der Hals die ,,Schwanen“- 
Verkriimmung, die gegen Abend zunimmt. Bedeutende Bewegungstragheit, 
Schlafrigkeit; der Kropf ist jedoch gut entleert. Der 2. und 3. Mai sind als 
Hungertage vorgesehen. Am 4. Mai betrigt das Gewicht des Vogels 1407 g; 
es werden ihm wieder 60g Reis verabfolgt. Der Vogel liegt auf der Seite 
und kann iiberhaupt nicht mehr stehen; die Temperatur ist stark gesunken 
(36,6°); komatéser Zustand ; die Augen sind meistens geschlossen; er reagiert 
nicht auf Reizungen. Gegen Mittag ist der Hals stark nach unten aus- 
gebogen, die Halsfedern stehen aufrecht; die FiiBe sind vorgestreckt; die 
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Zehen spreizen sich und sind in den Gelenken unbeweglich; dieselben 
Erscheinungen treten am nichsten Tage auf, der Kropf ist nicht entleert. 
Am Morgen des 6. Mai ist der Vogel tot. 


Die geschilderten Symptome lassen keinem Zweifel Raum, dab 
sich bei dem Vogel eine typische Polyneuritis entwickelte, die in jener 
Periode begann, als der Vogel bei Reisdiat an Gewicht abnahm und 
ungentigende Kropfentleerung zu konstatieren war, d. h. vom 23. April 
an. Unsere Gaswechselversuche ergeben, daB zu jener Zeit, sowie 
einige Tage spiter, als das Gewicht des Vogels noch mehr sank, die 
Menge des verbrauchten Sauerstoffs zunimmt (bis zu 0,9 bis 0,8 Liter 
pro Kilostunde). Es erscheint uns duBerst interessant, daB sich zu 
dieser Zeit die Produktion von CQ, in gréBerem Mabe steigert, was 
eine Zunahme des Respirationskoeffizienten bis auf 1,15 bis 1,16 zur 
Folge hat (s. Versuche 4 und 5, Tabelle 111). Man mu68 allerdings 
betonen, daB der Respirationskoeffizient auch vorher sehr hoch war, 
als noch keinerlei Symptome von Avitaminose zu bemerken waren 
(s. Versuch 3, Tabelle 111) und als eine Steigerung durch Umwandlung 
der Kohlehydrate zu Fett zu erkliren wire. In diesem Falle wire es 
aber schwer, von einer Fettablagerung im Organismus zu sprechen, 
in Anbetracht dessen, daB der Vogel abzumagern anfing. 


Bei der Sektion des Vogels, die Herr Professor F. P. Polowinkin im 
Moskauer Zootechnischen Institut vornahm, wofiir wir ihm auch hier 
unseren warmsten Dank aussprechen méchten, wurde eine bedeutende 
Fettablagerung (makroskopisch) auf dem Herzen und in der Bauchhdhle, 
sowie ein gut entwickeltes Hautfettgewebe festgestellt. Somit bestatigt 
das Resultat der Autopsie unsere Annahme hinsichtlich einer Fettablagerung 
im Kérper des Tieres, sowie hinsichtlich dessen, da8 in unserem Falle die 
Avitaminose nicht mit der Erscheinung einer generellen Erschépfung des 
Organismus verkniipft war. Darauf weist auch die verhaltnismaéBig geringe 
Gewichtsabnahme hin. (Am Tage vor dem Tode, nach mehreren Hunger- 
tagen, betrug das Gewicht bis 90 Proz. vom Anfangsgewicht. 

Wir halten es fiir unsere angenehme Pflicht, Herrn Protessor M. N. 
Schaternikof{/, dessen Ratschlage und Hinweise wir uns stets bedienten, 
unseren aufrichtigsten Dank auszusprechen; desgleichen driicken wir auch 
Frau Olga P. Moltschanowa unseren Dank aus, die uns bei den Respirations- 
versuchen und bei der Verpflegung der Tiere stets behilflich war. 


Zusammenfassung. 


1. An zwei Hiihnern wurde ein Vergleich des Gaswecnsels bei 
Ernahrung mit vollwertigem Futter (Buchweizen oder Hafer) mit 
einem solchen bei Ernahrung mit poliertem Reis bis zum Erscheinen 
von Avitaminosesymptomen vorgenommen. Die Gaswechselversuche 
wurden im Schaternikoffschen Apparat (nach dem Regnaultprinzip) 
ausgefiihrt und dauerten 9 bis 10 Stunden. Vor den Versuchen er- 
hielten die Tiere die halbe Tagesration. 
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2. Tabelle | und Abb. 1 illustrieren den Fall, wo nach 66tagiger 
Fiitterung mit Buchweizen der O,-Verbrauch pro Kilostunde derselbe 
bleibt wie bei der nachfolgenden Reisdiait; er bleibt auch unverandert 
sowohl vor als auch nach dem Erscheinen der Symptome der Avita- 
minose (Appetitlosigkeit, ungeniigende Kropfentleerung, Versuche 6, 
7 und 8). Die CO,-Produktion steigert sich etwas, entsprechend der 
Starkemenge im Futter, wodurch sich auch der Respirationskoeffizient 
erhéht. Bei andauerndem Hungern nimmt der Gaswechsel zusehends 
ab (Versuch 9). 

3. Tabelle If und Abb.2 charakterisieren den Fall an einem 
anderen Vogel: bei Ernihrung mit vollwertigem Futter, Buchweizen 
und Hafer, ferner bei Reisfiitterung von kurzer Dauer erleidet der 
Gaswechsel geringe Schwankungen und steht in keinem Verhiltnis 
zur Futtersorte. 

4 Tabelle III und Abb.3 zeigen, daB bei demselben Tiere, 2 Monate 
spiter, nach Fiitterung mit Hafer (33 g) und Starke (16 g) (nach dem 
Stickstoffgehalt und den stickstofffreien Komponenten = 60g Reis), 
sowie wahrend einer anfinglichen Reisdiit (60g pro Tag) der O,- 
Verbrauch an die vorhergehende Periode (Tabelle II) erinnert. Sodann 
steigert sich derselbe im Verlauf der Reisdiat und halt sich verhiltnis- 
maBig auf derselben Héhe (Versuch 5), ungeachtet des Auftretens 
von Avitaminosesymptomen (Gewichtsabnahme, Schwiche und un- 
geniigende Kropfentleerung). Gleichzeitig nimmt die C O,-Produktion 
sehr bedeutend zu und hilt sich auf der gleichen Héhe auch beim 
Erscheinen der Avitaminotesymptome (Versuch 5, Tabelle IT). 

Der Respirationskoeffizient ist wihrend der ganzen Dauer der 
Reisdiait héher als 1. 

5. Durch Sektion des Vogels, der 10 Tage nach dem ersten Auf- 
treten der Avitaminosesymptome — akuter Halskontraktur, Kropf- 
paralyse, Fliigelparese und Kraimpfen — starb, wurde eine starke 
Fettablagerung auf dem Herzen und in der Bauchhéhle festgestellt. 

6. Allgemeine SchluBfolgerung: In unserem Falle steht das Auf- 
treten der Avitaminosesymptome in keinem Verhaltnis zur Herab- 
setzung des Oxydationsvermégens des Organismus. Das ausgesprochene 
Sinken des Gaswechsels bei Avitaminose tritt erst dann ein, wenn 
paraliel auch das Hungern des Organismus einsetzt. 
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Spektrophotometrische Studien an Blutfarbstoff und Derivaten. 
Von 
Vilma Zilzer. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Kénigl. ung. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 15. Oktober 1926.) 


Spektrophotometrische Messungen, durch die die Konzentration 
einer Lésung auf Grund des bekannten Absorptionsverhiltnisses 
(Vierordt) an einer bestimmten Spektralstelle ermittelt werden soll, 
oder spektrophotometrische Bestimmungen der Absorptionskurve 
eines Farbstoffs, wo infolge der verschieden starken Absorption des 
Lichtes an verschiedenen Spektralstellen entweder die Konzentration 
oder die Schichtdicke,, oder aber beide gleichzeitig variiert werden 
miissen, kénnen richtige Resultate nur in dem Falle liefern, wenn 
fiir die Lésung des betreffenden Stoffes das Beersche Goasetz giiltig 
ist, d. h. die Lichtabsorption, am Extin'tionskoeffizienten gemessen, 
sowohl der Schichtdicke wie auch der Konzentration streng proportional 
ist. Es gibt eine Reihe von Stoffen, an denen dies bestiatigt gefunden 
wurde, und viele andere. nimentlich solche kolloider Natur, an denen 
es nicht der Fall ist. 

In nachstehenden Mitteilungen soll gezeigt werden, da8 an einigen 
untersuchten Stoffen offenbar kolloider Natur, die in ihrem Verhalten 
vom Beerschen Gesetz abweichen, beziiglich dieser Abweichung dennoch 
gewisse GesetzmiBigkeiten bestehen, die vielleicht in der Zukunft 
genauer werden formuliert werden kénnen. 

Ich habe die Versuche an Oxyhamoglobin, Hamin und an Hamato- 
porphyrin vorgenommen, die nach den bekannten Vorschriften dar- 


gestellt wurden. 
A. Methodik. 


Oxyhdmoglobin. Defibriniertes Pferdeblut wurde zentrifugiert, der 
Blutkérperchenbrei durch wiederholtes UbergieBen mit physiologischer 
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Kochsalzlésung und nachfolgendes Zentrifugieren gewaschen, je 500 ccm 
Blutkérperchenbrei im Scheidetrichter mit 200 cem Wasser und 150 cem 
Ather versetzt, 12 Stunden lang stehengelassen, die klare Fliissigkeit ab- 
gegossen, von Ather durch Durchieiten von Luft befreit, abgekiihit, mit 
1, Volumen eisgekiihltem Alkohol versetzt und im Kaltegemisch stehen 
gelassen. Die nach 24 bis 48 Stunden ausgefallenen Kristalle habe ich auf 
der Nutsche gesammelt, mit eiskaltem Wasser gewaschen, in mdglichst 
wenig Wasser von 37°C wieder gelést, mit Alkohol versetzt und auf diese 
Weise zwei- bis dreimal umkristallisiert. 

Hadmin. Defibriniertes Rinderblut wurde zentrifugiert, das Zentrifugat 
mit demselben Volumen reinen Wassers und dem halben Volumen Ather 
in einem Scheidetrichter einen halben bis einen ganzen Tag lang stehen 
gelassen; nach Ablauf dieser Zeit wurde die untere klare Schicht durch 
Luftdurchleiten vom Ather befreit und in die dreifache Menge Eisessig, 
dem pro Liter 4,5 g Kochsalz zugesetzt waren, eingegossen, und zwar mit 
einer Geschwindigkeit von 300 ccm pro halbe Stunde. Zum Schlu8 wurde 
der Eisessig noch eine Viertelstunde lang in schwachem Sieden erhalten, 
dann binnen einer Viertelstunde mit dem halben Volumen destillierten 
Wassers versetzt, und nach dem Abkiihlen 12 Stunden lang stehengelassen. 
Nach dieser Zeit hatten sich reichlich Haminkristalle abgesetzt, die nach 
dem Dekantieren der iiber ihnen stehenden Fliissigkeit wieder mit destil- 
liertem Wasser iibergossen, abfiltriert und am Filter mit destilliertem 
Wasser saéure- und chlorfrei gewaschen und schlieBlich durch Waschen mit 
Alkohol und Ather gereinigt wurden. Behufs weiterer Reinigung wurde das 
Rohhamin nach Schalfejeff') in pyridinhaltigem Chloroform gelést, vom 
Ungelésten abfiltriert und das Filtrat in heiBen Eisessig eingetragen, der 
leem konzentrierter Salzsiure in 140 ccm enthalt. Die Kristallisation 
wurde durch Schiitteln geférdert, nachher wurde | Tag lang stehengelassen, 
die Kristalle erst mit konzentriertem, dann mit verdiinntem Eisessig ge- 
waschen, der einen geringgn Zusatz an Salzséure enthielt und zum. Schlu68 
im Vakuum iiber festem Kaliumhydroxyd getrocknet. 

Hdmatoporphyrin habe ich nach dem Fischer- und Willstdtterschen*) 
Verfahren dargestellt. Reines Haimin wird am 42gradigen Wasserbad 
unter haufigem Schiitteln in Bromwasserstoffséure-Eisessig gelést, wobei 
25 cem der Séure auf 1 g Hamin entfallen; vom Ungeldésten wird abfiltriert, 
das Filtrat mit Wasser auf das Sechsfache verdiinnt und tropfenweise 
so lange mit einer konzentrierten Lésung von essigsaurem Natrium versetzt, 
bis die Niederschlagsbildung nicht mehr zunimmt. Der Niederschlag 
wird am Filter gesammelt und dort mit Wasser bromfrei gewaschen. 

Von den rein dargestellten Stoffen habe ich Stammlésungen von 
méglichst groBer Konzentration bereitet, die aber eben noch geeignet 
waren, in diinnster Schicht spektrophotometrisch untersucht werden zu 
kénnen; diese Stammlésung habe ich weiterhin jedesmal auf das Doppelte, 
Vierfache usw. verdiinnt. Die Konzentration der Stammlésung ergab sich 
am Hamin und Hamatoporphyrin aus der genau abgewogenen Substanz- 
menge und dem bekannten Volumen des Lésungsmittels, am Oxyhimo- 
globin wurde sie aus dem Extinktionskoeffizienten der Stammlésung und 
dem fiir die betreffende Spektralstelle bekannten Absorptionsverhaltnis 


1) M. Schalfejeff, Le physiologiste russe Moscau 1, 15, 1898; nach 
Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 40, 391, 1903/04. 
2) Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 456, 1913. 
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(Vierordt) berechnet. Zur Herstellung der Lésungen und der weiteren 
Verdiinnungen wurden von der Reichsanstalt in Charlottenburg geeichte 
MeBkolben und Pipetten verwendet. Die Stammlésung und alle Ver- 
diinnungen wurden eine nach der anderen hergestellt und dann erst die 
Ablesungen am Spektrophotometer begonnen. Oxyhéimoglobin wurde in 
1/,,proz. Lésung von Na,CO, gelést, Hamin teils in n/10 NaOH, teils in 
verdiinntem Ammoniak (5ccm konzentrierten Ammoniaks auf | Liter 
Wasser), Hiamatoporphyrin teils in Alkohol, teils in n/l0 KOH gelést 
untersucht. 

Die Bestimmungen habe ich mittels eines nach Martens und Griinbaum 
modifizierten Kénigschen Spektrophotometers (mit groBer Beleuchtungs- 
einrichtung) ausgefiihrt, das seinerzeit von Hdri') justiert und kalibriert 
wurde. Als Lichtquelle diente eine Metallfadengliihlampe von besonders 
starker Lichtintensitaét. Der Objektivspalt war 0,05 mm breit; der Okular- 
spalt, dessen wirkliche Breite an diesem Apparat leider nicht genau meBbar 
ist, wurde stets ein fiir allemal unverdndert belassen und umfaBte, da 
es sich um einen Prismenapparat handelt, verschieden breite Spektral- 
ausschnitte: in Rot war er etwa 15, in Violett etwa 5 uy breit. Jede Ab- 
lesung wurde in allen vier Quadranten je dreimal vorgenommen, und um 
die Fehler, die von der etwa wahrend der Ablesungen erfolgenden Anderung 
der Lichtintensitaét herriihren kénnten, auszumerzen, habe ich (nach der 
Originalvorschrift) die Ablesungen erst bei ,,Lésung rechts und Lésungs- 
mittel links‘, dann bei ,,Lésungsmittel rechts und Lésung links“ vor- 
genommen, und zum Schlu8 noch einmal in der ersten Lage wiederholt. 
Die erste und dritte Lage lieferten in weitaus den meisten Fallen sehr gut 
miteinander iibereinstimmende Werte, aus denen dann das Mittel gezogen 
wurde, 

B. Vorversuche. 


Bereits die ersten orientierenden Versuche haben gezeigt, daB Be- 
stimmungen an ()xyhimoglobin, Himin und Hamatoporphyrin an ein 
und derselben Lésung bei verschiedener Konzentration und bei ver- 
schiedenen Schichtdicken ausgefiihrt, verschiedene auf die einheitliche 
Konzentration reduzierte Extinktionskoeffizienten ergeben, daB dem- 
nach das Beersche Gesetz fiir diese Lésungen nicht gilt. Um sicher 
zu sein, daB es sich nicht um versuchstechnische Fehler handelt, habe 
ich in einigen Versuchsreihen die Extinktionskoeffizienten von K MnQ,- 
und CuS0O,-Lésungen unter Variierung der Konzentration und der 
Schichtdicke bestimmt, und konnte mich davon iiberzeugen, dab 
die so erhaltenen Werte konform dem Beerschen Gesetz ausfielen. 
In den nachfolgenden Tabellen I und II ist Konzentration 1 gleich 
der Konzentration der Stammlésung, d = Schichtdicke in Millimetern, 
¢ = der unmittelbar aus den Ablesungen berechnete Extinktions- 
koeffizient, ¢,.4 = der auf die Konzentration der Stammlésung reduzierte 
Extinktionskoeffizient. Versuchsreihe 1 wurde bei A = 535,2 uy, 
alle iibrigen bei 4 = 578,34 ausgefiihrt. Die Versuchsreihe | 
zeigt bedeutende Schwankungen der reduzierten Werte, doch glaube 


1) Diese Zeitschr. 82, 229 bis 281, 1917. 
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Konz d é _ Konz d t -_ 
V a. akan I. 1 0n0 Versuchsreihe 5. 
: ~ th i 1 5 0,721 1,443 
ad ~ ~- 1 9 - - 
I 5 0.474 0,950 ja Ss 0,147 1,470 
1 10 1,106 1,106 4 — oo wo 
"5 20 1117 1,117 8 * aes 
l l 0,098 0.988 
2 0.19% 0.975 . . ‘ 
5 Sat 074 Versuchsreihe 6. 
l 10 1,134 1,134 ] 2 1.043 5.21 
Versuchsreihe 2. 2 : 0,268 5,35 
10 0,668 0,668 2 . es | 8S 
, = ~ ~~ 2 5 1,336 5,34 
9 5 0,166 0,665 uw ~ 0'130 5) 
tly 10 0,330 0,660 12° 10 aeons 5a6 
Lig 20 0,663 0,663 20 en ORS +o 
lis 35 1,170 0,669 20 . = _— 
", 10 0,164 0,657 
Versuchsreihe 3. Versuchsreihe 7. 
l 10 0 690 0,690 ‘ 
20 0.696 0.696 . . 0,004 | 6,94 
2 - — oe l 2 1.343 6.71 
ils 50 1,756 0,702 ; ° 0.689 6 89 
1, 50 0,869 0,696 2 os °| 1743 6°96 
1 10 0,694 0.694 se en 1'357 a7 
F 50 0,865 0,692 30 39 o’ens aan 
10 w= anes pt 
Versuchsreihe 4. See 5 0.171 6.84 
I 5 0,679 1,358 "/90 10 0,324 6,48 
i, 5 0.341 1.365 Vee 20 0,682 6,82 
1/, 10 0.683 1.366 “ee 35 1,124 6,42 
i a 10 0'338 1355 lise 50 1,733 6,93 
Ws 20 0,685 1,369 
" 35 1,197 1,367 
ss 20 0,337 1,348 
u 10 0,339 1,358 
Tabelle II. CuSO,. 
Versuchsreihe 8. Versuchsreihe 9. 
Konz i é € ied Konz ad é Sod 
] l 0,068 0.682 1 20 0.689 0,345 
l 2 0,134 0,670 1 35 1,238 0.353 
1 5 0,335 0,670 l 40 1,396 0,349 
l 10 0,659 0,659 1 50 1,748 0,349 
1 15 0,992 0,661 l 35 1,223 0,349 
1 20 1,366 0,683 l 40 1,395 0.349 
Vs 10 0,328 0,655 l 50 1,734 0,347 
Mie 15 0.485 0,647 
Vy 20 0,654 0,654 
Ne 35 1,200 0,686 
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ich sicher, dies dem Umstand zuschreiben zu diirfen, daB die Reinigung 
der Glasteile, auf die man in Versuchen mit den verdiinnten K Mn0,- 
Lésungen so peinlichst bedacht sein muB, in diesen ersten Versuchen 
noch keine geniigende war. Die Erfahrungen, die ich hierbei sammelte, 
kamen aber den iibrigen Versuchsreihen zugute, so daB insbesondere 
die Versuchsreihen 2, 3 und 4, und (mit Ausnahme einiger Versuche) 
auch die iibrigen Versuchsreihen tadellose Ergebnisse in dem Sinne 
geliefert haben, daB aus ihnen die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes 
fiir KMnQ, klar hervorgeht. Von den beiden mit CuSO, ausgefiihrten 
ist es namentlich Versuchsreihe 10, die, bei derselben Konzentration 
und bei wechselnder Schichtdicke ausgefiihrt, zu sehr gut iiberein- 
stimmenden Resultaten fiihrte. 


C. Versuche an Blutfarbstoff und Derivaten. 


Nachdem durch obige Vorversuche erwiesen ist, dab das eingangs 
erwahnte abweichende Verhalten von Oxyhimoglobin, Hamin und 
Himatoporphyrin nicht durch versuchstechnische Fehler bedingt ist, 
kann ich auf die Besprechung dieser Versuche tibergehen. Zu bemerken 
ist, daB jeder einzelne Farbstoff erst bei einer gewissen Stamm- 
konzentration, dann aber auf das Doppelte, Vierfache usw. verdiinnt, 
untersucht wurde, und zwar in jeder Verdiinnung nach Méglichkeit 
bei verschiedenen Schichtdicken. Weiterhin ist zu bemerken, dab 
die Oxyhimoglobinlésungen bei 2 = 537.4 uu, die Haminlésungen 
bei A = 605,54, die Hamatoporphyrinlésungen bei 2 = 568,5 uu 
untersucht wurden. Die aus den Ablesungen unmittelbar berechneten 
Extinktionskoeffizienten sind als ¢, die auf 0,1 proz. Konzentration 
reduzierten sogenannten spezifischen Extinktionskoeffizienten als ¢,, 
in den Tabellen I{I, [V und V, die die Ergebnisse der Versuche enthalten, 
eingetragen. Die Konzentration ist in Prozenten, die Schichtdicke d 
in Millimetern angegeben. 

Ein Blick auf die Tabellen III, [V und V geniigt, um die Unter- 
schiede im Verhalten von KMnO,- und CuS0O,-Lésungen einerseits, 
und den anderen Farbstofflésungen andererseits zu zeigen, indem 
dort die auf dieselbe Konzentration und dieselbe Schichtdicke redu- 
zierten Werte bloB in einzelnen Versuchsreihen geringe Schwankungen 
aufweisen, hier aber zahlreiche und gréBere Schwankungen in jeder 
Versuchsreihe zur Regel gehéren. Fiirs erste scheint es, als waren 
diese Schwankungen ganz regellos; doch lat sich bei niherer Be- 
trachtung der Werte eine bemerkenswerte GesetzmaBigkeit nach- 
weisen, die aber erst klar wird, wenn wir an jedem einzelnen der hier 
verwendeten Farbstoffe zunichst den Einflu8 der wechselnden Schicht- 
dicke bei unverinderter Konzentration, sodann umgekehrt den EinfluB 
der wechselnden Konzentration bei unveranderter Schichtdicke priifen. 
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Versuche an Oxyhdmoglobin. Vergleicht man innerhalb jeder 
einzelnen Versuchsreihe die bei derselben Konzentration, jedoch bei 
verschiedenen Schichtdicken erhaltenen Werte, so ergibt sich, dab 
die spezifischen Extinktionskoeffizienten (¢ auf 0,1 proz. Konzentration 
bezogen) gréBer ausfallen, wenn man die Schichtdicken auf das Doppelte 
erhéht, woraus also hervorgeht, daB am Oxyhimoglobin das Gesetz 
J, =J,.e-* nicht giiltig ist, wie dies von einem Kolloid auch zu 
erwarten war. Vergleicht man weiterhin innerhalb je einer Versuchs- 
reihe die bei derselben Schichtdicke, jedoch bei verschiedenen Kon- 
zentrationen erhaltenen Werte, so ergibt sich auch hier, daB die 
spezifischen Extinktionskoeffizienten gréBer ausfallen, wenn man die Kon- 
zentration auf das Doppelte erhéht, woraus hervorgeht, daB das Himo- 
globin auch dem Gesetz J, = J,.e~°* nicht folgt. Dieses Verhalten 
der Oxyhaimoglobinlésungen ist in der spater folgenden Tabelle V1 
wiedergegeben, in der aus jeder Versuchsreihe diejenigen Versuchsgruppen 
(meistens Versuchspaare) hervorgeholt sind, die das Gesagte am besten 





Tabelle 111. 
Oxyhamoglobin. 
Konz. d é “sp Konz. d é “sp 
Versuchsreihe |0. Versuchsreihe 12. 
1,34 l 1,024 0,764 0,77 l ‘0,589 0,764 
0,67 2 1,020 0,762 0,7 2 1,217 0,790 
0,335 5 1,289 0,770 0,385 1 Q293 0,762 
0,167 5 0,602 0,719 0,385 2 0,589 0,764 
0,167 10 1,260 0,752 0,385 5 1,585 0,824 
0,0835 10 0,593 0,7 0,192 5 0,729 0.7 
0,0835 20 1,265 0,755 0,192 10 1,618 0,840 
0,0417 20 0,600 0,716 0,096 5 0,369 0,762 
0.0208 50 0,762 0,728 0,096 10 0,721 0,750 
, = 0,096 20 1,655 0,874 
Versuchsreihe 11. 0,048 20 0.728 0.754 
1,056 1 0,805 0,761 0,048 35 1,319 0,783 
1,056 2 1,911 0,905 0,012 || 50 0,426 0,709 
0,528 l 0,392 0,742 0,012 | 85 0,721 6,731 
0,528 2 0,793 0,751 0,012 100 0,880 0,731 
0,263 5 1,006 0,762 ’ 
0,1315 5 0.475 0,720 . : 
Versuchsreihe 13. 


0.1315 10 0,962 0,729 


0,0657 10 0,481 0,729 0,196 5 0,748 0,763 
0,0657 20 1,020 0,773 0,098 5 0,374 0,763 
0,0328 10 0,238 0,723 0,098 10 0,756 0,771 
0,0328 20 0,495 0,749 0,09 15 1,175 0,708 
0,0328 35 0,806 0,697 0,098 20 1,796 0,916 
0,0328 50 1,182 0,716 0,049 15 0,565 0,769 
0,0164 35 0,341 0,592 0,049 20 0,758 0,773 
0,0164 50 0,554 0,671 0,049 35 1,448 0,844 
0,0164 85 1,027 0,732 
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Tabelle 1V. Hamin. 
Konz d é “ep Konz. d £ ®sp 
Versuchsreihe 14 *). Versuchsreihe 18 **), 
0,02 l 0,138 6,92 0,02 5 0,753 7,53 
0.02 2 0,284 7,11 0,02 10 1,686 8.43 
0.02 5 0.711 7,11 0,005 10 0,356 7,12 
0,02 10 1,537 7.68 0,005 20 0,715 7,15 
0.01 10 0,705 7,05 0,005 31 1,129 7,28 
0.0] 20 1.537 7,68 0.0025 20 0,358 7,16 
0,005 20 0,722 7,22 0.0025 35 0,624 7,13 
0,005 35 1,323 7,56 0,0025 50 0,882 7,06 
0,0025 50 0,893 7,14 0.00125 50 0.413 6.61 
0,00125 100 0.915 7,32 0.00125 85 0.755 7,10 
0,00063 200 0,909 7,24 0,00125 100 0,904 7,23 
oe aa i aig 
Versuchsreihe 15 *). a Versuchsreihe 19 **). 
0.04 1 0,307 Ln 0,12 1 0,891 7,42 
0,04 2 0.611 7,64 9 P e 
a ~ = pa 0,12 2 2.291 9.54 
0,02 5 0,749 7,49 003 1 999 o 
no ne ALS 0,222 7,41 
0,02 10 1,630 8,15 - P on nae 
‘ pe a" 0,03 2 0,435 7.26 
0.01 10 ~—-0,750 7,50 : , io 
. as 0,03 5 1,128 7,52 
0.01 20 1,664 8.32 # 7 . oe 
a ‘ p< 0,015 5 0,553 7.37 
0,005 20 0,759 7,59 x " ge 
“4 a 0.015 10 1,145 7,63 
0.005 35 1.448 8.27 ~ 1 — 
Po po 0.0075 5 0,269 717 
0.0025 50 0,949 7,59 aeons oan 
: 0,0075 10 (0,544 7,27 
0.00125 100 0,944 7,55 — - peo 
0.00063 200 0.927 7°42 0,0075 20 1,105 1.37 
eee? 03 , 000375 = 200,565 7,53 
. aa 0,00375 35 0,944 7,19 
Versuchsreihe 16 *), 0.001875 35 0486 740 
0,02 1 0,146 7,28 0.001875 50 0,698 7,44 
0,02 2 | 0,283 7,08 0,001875 85 1,231 7,72 
0,02 5 0,733 7,33 0.001875 100 1,493 7,96 
0,02 10 1,608 8,04 
0,705 05 ss . 
eas = 1'563 Up Versuchsreihe 20 **), 
0,005 20 0,701 7,01 0,02 l 0,149 7,43 
0,005 35 1,281 7,32 0,02 2 0,296 7,40 
(0025 50 0,907 7,26 0.02 5 0,736 7,36 
0,00125 100 0,906 7,25 0,02 10 1,632 8.16 
0,00063 200 0,881 7,05 0,01 10 0,721 7,21 
0.01 20 1,552 7.76 
Versuchsreihe 17 *). 0,005 20 0,684 6,84 
0,04 l 0.313 783 0,005 35 1,340 7,66 
0,04 2 0,634 7,92 0,0025 50 (0,942 7,53 
0.02 5 0.768 768 0.00125 | 100 0,915 7,32 
0,02 10 1,706 8,53 0,00063 200 0,969 7,75 
0,01 10 0,765 7,65 
0,01 20 1,675 8,37 
0,005 20 0,760 7,60 
0,005 35 1,425 8,15 
0,0025 50 | (0,956 7,64 
0.00125 100 0,954 7,63 
0,00063 200 0,990 7,92 


*) Lésungsmittel: n/10 NaOH. — **) Lésungsmittel: verdiinnte (N H,) OH+Lésung. 
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Hamatoporphyrin. 


Tabelle V. 
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Konz i 


Versuchsreihe 21 *), 


). 


0.04 l 0,360 
0,04 2 0.701 
0,04 5 2.082 
0,02 2 0,352 
0,02 5 0,885 
0,02 10 2.020 
0.01 5 0,445 
001 10 0,893 
0,005 10 0,448 
0,005 20 0,894 
Versuchsreihe 22* 
0,02 1 0,179 
0,02 2 0,337 
0,02 5 0.892 
0,02 10 1,963 
0.01 10 0,845 
0.01 20 1,968 
0,005 20 0,858 
0,005 35 1,599 
0,0025 50 0,993 
0.00125 100 1,030 
0.00063 200 1,078 
Versuchsreibe 23 *). 
0,02 l 0,167 
0.02 2 0.348 
0,02 5 0,877 
0.02 10 2.203 
0,01 10 0,864 
0.01 20 2,224 
0,005 20 0.875 
0,005 35 1,631 
0,0025 50 1,063 
0,00125 100 1,101 
0,00063 200 1.078 
*) Lésungsmittel: Alkohol. 


sp Konz. t é 
Versuchsreihe 24 **). 
9.00 0.04 l 0,271 
8.76 0.04 2 0.533 
10,41 0,04 5 1,396 
8.80 0.02 2 0,260 
8,85 0,02 5 0,643 
10,10 0,02 10 1,400 
8.90 0,01 5 0,319 
8.93 0.01 10 0,670 
8,96 9,005 10 0,332 
8.94 0,005 20 0.667 
0,0025 20 0,325 
0,0025 35 0,582 
8,96 0,0025 50 0,869 
8,43 
8.92 Versuchsreihe 25 **). 
rep 0,02 ] 0,133 
— 0,02 2. 0,280 
oe 0,02 5 0,671 
_. 0,02 10 —s-1,516 
9,14 
: 0,01 10 0,671 
7.95 
: 0.01 20 1,432 
8,24 —_ 
8 60 0,005 20 0,667 
0,005 35 1,193 
0,0025 50 0,834 
8.37 0,00125 100 0,847 
870 0,00063 200 0.878 
77 
11.02 Versuchsreihe 26 **). 
8.64 0,01 10 0,669 
11,12 0,01 20 1,390 
8,75 0,005 20 0,665 
9.32 0,005 35 1,197 
8.51 0,0025 50 0,809 
8.81 0,00125 100 0,813 
8 62 0.00063 200 0,842 


**) Lésungsmittel: n/10 KOH 


677 
6,67 
6.98 
651 
643 
7,00 
6.38 
671 
6.64 
6.67 
6.50 
6.65 


6.95 


6,66 
7,01 
6.71 
7,58 
6,71 
7,16 
6,68 
6,82 
6.67 
6,77 


7.02 


6.69 
6.95 
6,65 
6,84 
6,47 
6,50 


6,73 
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Tabelle VI. 


Oxyhamoglobin. 





Konz. d é Konz. d t 


sp sp 
Versuchsreihe 10, Versuchsreihe 12. 
0,335 5 0,770 0,385 2 0,764) 
0,167 5 0,719) 0,385 5 {0,824 
0,167 10 j0,752) 0,192 5 \0,756 
0,0835 10 \0,708) 0,192 10 {0,840 
0,0835 20 {0,755} 0,096 10 {0,751} 
0,0417 20 \0.716 0,096 20 0,874| 
7 ; 0,048 20 0,754) 
Versuchsreihe 11. 0.048 35 0.783} 
1,056 1 0,761 ; 
1,056 2 0,905 Versuchsreihe 13. 
0,528 l 0,742 0,098 5 0,763 
0.0657 10 0,729 0,098 10 0.771 
0,0657 20 0,773 0,098 20 {0,916 
0,0164 35 0,592 l 0,049 20 \0,769) 
0.0164 || 50 0,671 0,049 35 0,844 | 
0.0164 85 0,732] 


beleuchten; und zwar sind die mit gleicher Konzentration und mit 
verschiedenen Schichtdicken erhaltenen spezifischen Extinktions- 
koeffizienten von rechts her, die mit gleicher Schichtdicke und ver- 
schiedenen Konzentrationen erhaltenen spezifischen Extinktions- 
koeffizienten von links her mit je einer Klammer verbunden. 


In manchen Versuchsreihen gibt es eine Anzahl solcher Versuchs- 
gruppen (-paare), in anderen bloB eine einzige; doch kann dies nicht 
wundernehmen, wenn man der zahlreichen Fehlerquellen eingedenk 
ist, die bei solchen Versuchen eine stérende Rolle spielen kénnen. 
a) So gehen die spektrophotometrischen Bestimmungen mit Fehlern 
einher, die kaum weniger als 1 bis mehrere Prozent ausmachen. b) Es 
kénnen Fehler bei der Anfertigung der Verdiinnungen vorkommen, 
durch die es wahrscheinlich zu den in einigen Versuchsreihen sicht- 
baren ,,Stufen‘“‘ in der Reihe des spezifischen Extinktionskoeffizienten 
gekommen ist. c) Zu gréBeren Unstimmigkeiten kann die bekannte 
Eigenschaft des Oxyhimoglobins fiihren, daB die Lichtabsorption 
seiner Lésungen auch bei niederer Temperatur und bei LichtabschluB 
mit der Zeit Verinderungen erleidet, die noch gréBer werden, 
wenn sich diese Kautelen nicht einhalten lassen. Im ungiinstigsten 
Falle kann das Zusammentreffen aller dieser Fehlerquellen Ver- 
schiebungen bewirken, durch die das zu erwartende Ergebnis 
verzerrt oder gar in das Gegenteil verwandelt wird! Auffallend 
ist auch, daB es unter den Versuchspaaren mit den Schichtdicken 
von 1 und 2mm weit weniger solche gibt, die eine Verschiedenheit 
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der spezifischen Extinktionskoeffizienten bei verschiedenen Schicht- 
dicken aufweisen, als unter den bei gréBeren Schichtdicken aus- 
gefiihrten Versuchen. DaB® es sich hierbei um einen Zufall handeln 
wiirde, ist ebensowenig wahrscheinlich, wie daB die Glasklétze von 
19 und 18 mm Héhe, mittels deren die Schichtdicken von 1 und 2 mm 
erreicht werden, bei ihrer Herstellung falsch bemessen worden wiren. 
Gegen letztere Annahme spricht allein schon der Umstand, daB die 
reduzierten Extinktionskoeffizienten bei der Verwendung derselben 
Glasklétze in den mit KMnQO, und CuSO, ausgefiihrten Versuchs- 
reihen (Tabellen! und IJ) nicht verschieden von den bei anderen 
Schichtdicken erhaltenen waren. Eher lé6t sich annehmen, daB in 
den stirksten Haimoglobinkonzentrationen, fiir die eben die Schicht- 
dicken von 1 und 2mm angewendet werden muBten, zurzeit nicht 
niher zu bezeichnende Verhiltnisse vorliegen, die verschieden sind 
von denen, die in Lésungen von geringerer Konzentration herrschen; 
die Verschiedenheit kann sowohl die Zahl wie auch das sonstige Ver- 
halten der dispergierten Teilchen betreffen. 

Das geschilderte Verhalten der Oxyhimoglobinlésung ist typisch 
fiir kolloide Lésungen, die dem Beerschen Gesetz nicht huldigen. 
Man hat es eben mit einer, wenn auch feinsten Dispersion zu tun, 
deren dispergierte Teilchen Licht nicht nur absorbieren, sondern auch 
zerstreuen, reflektieren. 

Um so merkwiirdiger ist eine GesetzmaBigkeit, die aus der niheren 
Betrachtung der Tabelle VI hervorgeht, in der die Versuche von oben 
herunter nach abnehmender Konzentration und nach zunehmenden 
Schichtdicken geordnet sind, demzufolge innerhalb je eines Versuchs- 
paares die besprochene Zunahme des_ spezifischen Extinktions- 
koeffizienten bei zunehmender Schichtdicke von oben nach unten, 
bei zunehmender Konzentration von unten nach oben in Erscheinung 
tritt. Wir wollen nun in jeder Versuchsreihe von allen in Tabelle V1 
verzeichneten Versuchen bloB diejenigen herausholen, in denen die 
Konzentration in demselben MaBe (auf die Halfte, den vierten Teil usw.) 
absinkt, wie die Schichtdicke (auf das Doppelte, auf das Vierfache usw.) 
zugenommen hat, sie durch solche Versuche aus Tabelle III erginzen, 
in denen Konzentration und Schichtdicke ebenfalls einander umgekehrt 
proportional sich verhalten, die aber, weil sie keine entsprechenden 
Versuchspaare lieferten, in Tabelle VI nicht aufgenommen werden 
konnten, und alle diese Versuche in nachfolgender Tabelle VII zu- 
sammenstellen. 

Aus Tabelle VII scheint fiirs erste hervorzugehen, daB alle spezi- 
fischen Extinktionskoeffizienten angendhert denselben Wert haben, als 
ob, in Widerspruch mit unseren friiheren Feststellungen, das Beersche 
Gesetz fiir Oxyhtimoglobinlésungen ebenso giiltig ware wie fiir die meisten 
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Tabelle VII. 
Oxyhamoglobin. 
Versuchsreihe 10. Versuchsreihe 12. 

Konz. d “op Konz. d ®op 
1,34 ] 0,764 0,77 l 0,764 
0,67 2 0,762 0,385 2 0.762 
0,335 5 0,770 0,192 5 0,756 
0,167 10 0,752 0,096 10 0,750 
0,0835 20 0,708 0,048 20 0.754 
0,0417 20 0,716 0,012 50 0,709 
0,0208 50 0,728 


Versuchsreihe 13. 





Konz. d "sp 

0,196 5 0.763 
0,098 10 0.771 
0,049 20 0,773 


gefarbten Kristalloide (sofern an diesen Assoziation, Dissoziation usw. 
nicht hineinspielen). Eine Erklirung dieser paradox anmutenden 
Erscheinung wollen wir weiter unten versuchen und vorerst priifen, 
ob sich die beiden anderen Farbstoffe dem Oxyhimoglobin analog 
verhalten oder nicht. 


-Versuche an Haémin. Fihrt man in den an Hamin ausgefiihrten 
Versuchen dieselbe Gruppierung wie am Oxyhimoglobin durch, so 
erhalt man die in den Tabellen VIII und IX zusammengestellten 
Ergebnisse. 

Laut Tabelle VIII erleiden die spezifischen Extinktionskoeffizienten 
bei Verdopplung der Schichtdicke eine Erhéhung, bei Verringerung 
der Konzentration eine Herabsetzung. Auch hier fallt es auf, dab 
die Erhéhung bei den Schichtdicken 1 und 2mm weit seltener zu 
beobachten ist als bei Verwendung gréBerer Schichtdicken, und laut 
Tabelle 1X behalten auch hier geradeso wie am Oxyhimoglobin die 
spezifischen Extinktionskoeffizienten ihren konstanten Wert, wenn mit 
abnehmender Konzentration eine proportional zunehmende Schichtdicke 
verwendet wird. Doch muB hier noch der Umstand erértert werden, 
daB von Rechts wegen die Extinktionskoeffizienten, die als spezifische 
alle auf die einheitliche Konzentration von 0,1 Proz. bezogen sind, 
nicht nur innerhalb einer Versuchsreihe, sondern in allen Versuchs- 
reihen denselben Wert aufweisen miiBten, dies aber in unseren Ver- 
suchen sichtlich nicht der Fall ist. Es riihrt dies offenbar davon her, 
daB es mir bei der Bereitung je einer Stammlésung auf héchste Ge- 
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Tabelle VIII. 


Hamin. 
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' 


Kunz. d ‘sp Konz d €sp 
Versuchsreihe 14. Versuchsreihe 17. 
0,02 5 7,11) 0,02 5 7,68) 
0,02 10 {7,68} 0,02 10 {8,53} 
0,01 10 17,05) 0.01 10 17,65) 
0.01 20 (7,68 | 0.01 20 (8,27 | 
0,005 20 7,22) 0.005 20 17,60) 
0,005 35 7,56 | 0,005 35 8,15) 
y ; s Versuchsreihe 18. 
ersuchsreihe 15, 0.02 5 7.53) 
0,02 5 7,49) 0,02 10 8.43) 
0,02 10 {8,15 0,005 20 7,15 
0.01 10 17,50) ; 
0.01 20 (8,32) Versuchsreihe 19. 
0,005 20 |7,59) 0.12 l 7,42) 
0,005 35 8,27} 0,12 2 {9,54} 
0,03 2 | 7,26 
Versuchsreihe 16. Versuchsreihe 20, 
0,02 5 7,33) 0,02 5 7,36) 
0,02 10 {8,04} 0,02 If (8,16| 
0.01 10 7,05) 0,01 10 7,21) 
0.01 20 (7,82| 0.01 20 7,76| 
0,005 20 {7,01 0,005 20 6,84) 
0,005 J 35 7,66} 
Tabelle IX. 
Hamin. 
Konz. d ®sp Konz. d ®ep 
Versuchsreihe 14. Versuchsreihe 16. 
0,02 5 7,11 0,02 5 7.33 
0,01 10 7,05 001 10 7.05 
0,005 20 7,22 0,005 20 7.01 
0,0025 50 7,14 0.0025 50 7,26 
0,00125 100 7,32 0,00125 100 7,25 
0.00063 200 7,24 0,00063 200 7,05 
Versuchsreihe 15. Versuchsreihe 17. 
0,04 2 7.64 0,04 2 7,92 
0,02 5 7.49 0,02 5 7.68 
0.01 10 7,50 0,01 10 7,65 
0,005 20 759 0,005 20 7,60 
0,0025 50 7,59 0,0025 50 7,64 
0,00125 100 7,55 0,00125 100 7,63 
0,00063 200 7,42 0,00063 200 7,92 


Biochemische Zeitschrift Band 179. 
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Tabelle [X (Fortsetzung), 





Versuchsreihe 18. Versuchsreihe 19. 

Konz. d *sp Konz. d sp 
0,02 5 7,53 0,12 I 7,42 
0,005 10 7,12 0,03 2 7,26 
0.0025 20 7,16 0,015 5 7,37 
0.00125 50 6,61 0.0075 10 7,27 

0,00375 20 7,53 
0,00188 50 7,44 


Versuchsreihe 20. 





Konz. d ‘sp 
0,02 5 7,36 
0,01 10 7,21 
0,005 20 6,84 
0,0025 50 7,53 
0,00125 100 7,32 
0,00063 200 7,75 


nauigkeit nicht angekommen war, um so weniger, da nicht immer 
vollkommene Lésung des Haimins erzielt werden konnte. Ein Unter- 
schied in dem Verhalten zwischen Haminlésungen, die mit Natronlauge 
bzw. Ammoniak bereitet wurden, konnte nicht nachgewiesen werden. 


Versuche an Hédmatoporphyrin. Bemerkenswert waren die an 
Hamatoporphyrin erhaltenen Ergebnisse, die prinzipiell durchaus 
mit den an Oxyhimoglobin und an Hamin gewonnenen im Einklang 
stehen und in den Tabellen X und XI zusammengestellt sind. Um 
gleich die Daten der Tabelle XI vorwegzunehmen, kann konstatiert 
werden, dap bei abnehmender Konzentration und in demselben Verhdltnis 
zunehmender Schichtdicke die spezifischen Extinktionskoeffizienten wieder 
angendhert denselben Wert beibehalten. Aus Tabelle X geht aber hervor. 
daB in der alkoholischen Lésung des Himatoporphyrins die zunehmende 
Schichtdicke bei derselben Konzentration oder die zunehmende Kon- 
zentration bei derselben Schichtdicke eine bis zu 25 Proz. betragende 
Anderung des spezifischen Extinktionskoeffizienten bewirken kann; 
waihrend diese Anderung in dem in Alkali gelésten Oxyhimoglobin 
und Hamin bloB nur etwa 10 Proz. betrug, gleichwie auch in der alka- 
lischen Lésung des Hiimatoporphyrins. Es ist sehr wahrscheinlich, 
daB an diesem verschiedenen Verhalten der alkalischen Lésungen 
einerseits und der alkoholischen andererseits das Lésungsmittel einen 
wesentlichen, wenn nicht ausschlaggebenden Anteil hat: in der alka- 
lischen Lésung des Oxyhimoglobins, des Himins und des Hiamato- 
porphyrins diirfte die Dispersion der Teilchen offenbar eine feinere 
sein als in der alkoholischen Lésung des Himatoporphyrins. 
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Tabelle X. 


Hamatoporphyrin. 





Konz. ad 


Konz. 





d 














*sp sp 
Versuchsreihe 21 *). Versuchsreihe 23 *). 
0,04 2 8,76) 0.02 4 8.77) 
0,04 5 (10,41) 0,02 10 11,02} 
0,02 5 | 8,85) 0,01 10 8,64) 
0,02 10 {10,10} 0,01 20 11,12} 
0,01 10 | 8,93 0,005 20 8.75} 
; 0,005 35 (9.32 | 
Versuchsreihe 22 *). 0.0025 50 18.50 
0,02 5 8,92) : 
0,02 10 /9.81| Versuchsreihe 24 **), 
0,01 10 | 8,45) 0,04 2 6,67) 
0,01 20 (9,84 | 0,04 5 (6,98 | 
0,005 20 | 8,58) 0,02 5 |6,43) 
0.005 35 {9,14} 0,02 10 (7,00| 
0,0025 50 | 7,95 0,01 10 \6,71 
Konz. d "sp 
Versuchsreihe 25 **). 
0,02 5 6,71) 
0,02 10 {7,58| 
0,01 10 \6,71) 
0.01 20 (7,16] 
0,005 20 \6,68 
Tabelle XI. Hiamatoporphyrin. 
Konz. d sp Konz d ®sp 
Versuchsreihe 21]. Versuchsreihe 24, 
0,04 l 9.00 0,04 2 6.67 
0,02 2 8.80 0,02 5 6,43 
0,01 5 8,90 0,01 10 6,71 
0.005 10 8,96 0,005 20 6.67 
0,0025 50 6,95 
Versuchsreihe 22. 
0.02 5 8.92 Versuchsreihe 25, 
0,01 10 8,45 0,02 5 6,71 
0,005 20 858 0,01 10 6,71 
0,0025 50 7,95 (?) 0,005 20 6,68 
0,00125 100 8,24(?) 0,0025 50 6,67 
0,00063 200 8,60 0,00125 100 6,78 
0,00063 200 7,02 
Versuchsreihe 23. 
0.02 5 8.77 Versuchsreihe 26. 
0,01 10 8,64 0,01 10 6,69 
0,005 20 8,75 0,005 20 6,65 
0,0025 50 8.51 0,0025 50 6,47 
0,00125 100 8,81 0,00125 100 6,50 
0,00063 200 8,62 0,00063 200 6,72 


*) Lésungsmittel: Alkohol. 


**) Lésungsmittel: n/10 KOH 
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D. SchluBfolgerungen. 

Wie sind nun die oben erérterten Erscheinungen zu deuten ’ 
Was laBt sich aus ihnen folgern ? 

Was die Zunahme der spezifischen Extinktionskoeffizienten bei 
zunehmender Schichtdicke und unverinderter Konzentration an- 
belangt, riihrt sie zweifellos davon her, daB neben der Absorption 
auch eine Zerstrewung des Lichtes durch die dispergierten Teilchen 
stattfindet, und daB diese Zerstreuung anderen Gesetzen huldigt. 
zum mindesten nach anderen Proportionen erfolgt als die Absorption 
allein; denn wiirde die Zerstrewung durch die Anderung (z. B. Ver- 
dopplung) der Schichtdicke in demselben Grade vermehrt wie die 
Absorption allein, so miiBte der Extinktionskoeffizient seinen urspriing- 
lichen Wert beibehalten. Dasselbe gilt auch fiir die Zunahme der 
spezifischen Extinktionskoeffizienten bei zunehmender Konzentration 
und unverinderter Schichtdicke, und auch hier mu8 die Zerstreuung 
des Lichtes sich in anderen Proportionen aindern als die Absorption 
allein. 

Wie kommt es nun, daB, wenn Konzentration und Schichtdicke 
in gleicher, jedoch umgekehrter Proportion geindert werden, die 
spezifischen Extinktionskoeffizienten, wie aus den Tabellen VII, IX 
und XI ersichtlich, ihren stdéndigen Wert beibehalten, sich also Oxy- 
himoglobin, Himin und Hamatoporphyrin anscheinend wie Farbstoff- 
lésungen verhalten, die dem Beerschen Gesetz huldigen? Durch die 
VergréBerung (z. B. Verdopplung) der Schichtdicke wird die Zerstreuung 
des Lichtes vergréBert, durch die proportionale Herabsetzung der 
Konzentration (z. B. auf die Halfte) herabgesetzt, und zwar, wie wir 
oben sahen, nach einer anderen Proportion als die Absorption allein. 
Die gleichzeitige Zunahme der Schichtdicke und entsprechend starke 
Herabsetzung der Konzentration stellen zwei Momente dar, durch 
die die Zerstreuung des Lichtes im entgegengesetzten Sinne verandert 
wird. Sind die beiden entgegengesetzt gerichteten Momente von ver- 
schiedener GréBe, so werden nach MaBgabe dieses Unterschiedes die 
Extinktionskoeffizienten, wenn man sie nach Konzentration und 
Schichtdicke ordnet, einen stirkeren oder geringeren ,,Gang* in der 
einen oder der anderen Richtung aufweisen. Sind sie aber von der- 
selben GréBe, so heben sie sich gegenseitig auf, und man erhalt spezi- 
fische Extinktionskoeffizienten von durchwegs unverindertem Werte. 
Letzteres ist héchstwahrscheinlich an den drei von mir untersuchten 
Farbstoffen der Fall. Infolge der mannigfachen oben erwahnten Fehler- 
quellen zeigen zwar die in den Tabellen VII, IX und XI zusammen- 
gestellten Werte gewisse Schwankungen, jedoch keinen ,,Gang‘, so 
daB man ihre prinzipielle Konstanz annehmen kann, woraus sich 
wieder folgern laBt, daB beziiglich der Zerstreuung des Lichtes durch 
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die dispergierten Teilchen eine GesetzmaBigkeit besteht, die vom 
Beerschen Gesetz beziiglich der Absorption des Lichtes wohl ver- 
schieden, jedoch ihr in gewisser Beziehung analog ist. 

Was endlich die Frage anbelangt, ob nach alledem die Konzen 
tration solcher Farbstofflisungen auf dem Wege der Spektrophotometri¢ 
bestimmt werden kann oder nicht, so mu gesagt werden, daB dies, so- 
lange die erwihnte GesetzmaBigkeit nicht quantitativ erfaBt werden 
kann, nicht, wenigstens nicht ohne recht erhebliche Fehler méglich ist. 
Denn bereits die Feststellung der Konstante A st6Bt auf Schwierig- 
keiten, die zurzeit nicht iiberbriickt werden kénnen, indem die Gleichung 

A C:é 


nur einen Sinn hat, wenn sich ¢ proportional der Konzentration andert, 
was aber in unseren Lésungen, wie wir gesehen haben, nicht der Fall ist. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. P. Hari ausgefiihrt. 








Skatoxylschwefelsiure im Harn. 


Von 


Georg Scheff. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 15. Oktober 1926.) 


Die Skatoxylschwefelsiure, die in der Regel im AnschluB an die 
Indoxylschwefelsiure besprochen wird, ist im Harn bis vor kurzem 
nicht mit Sicherheit nachgewiesen worden. Ebensowenig war die 
Identitaét eines Skatoxylchromogens, das bereits lange in der Literatur 
fortlebt, mit Skatoxylschwefel- oder Skatoxylglykuronsiure bewiesen., 
oder aber seine Beziehung zum Skatolrot bzw. die Beziehung des 
Skatolrots zu den anderen Harnfarbstoffen, insbesondere zum Urorosein, 
geklart. 

Bereits durch Brieger'), dem das Verdienst gehért, Skatol im 
Destillationsproaukt des Kotes entdeckt zu haben, wurde nachgewiesen, 
daB, wenn Skatol in den Organismus eingebracht wird, ein Chromogen 
im Harn erscheint, das durch Spaltung mit konzentrierten Mineral- 
siuren in Gegenwart eines Oxydationsmittels einen weinroten Farbstoff. 
das von Brieger so genannte Skatolrot liefert, das, wie er bereits meinte, 
mit den von anderen Autoren als Urorosein, Uroerythrin, Urorubin 
und Purpurin benannten Farbstoffen identisch sein mag. Durch An- 
wendung des von ihm in Gemeinschaft mit Bawmann?*) zur Darstellung 
des indoxylschwefelsauren Kaliums ausgearbeiteten Verfahrens ist es 
Brieger*) gelungen, aus dem Harn von Hunden, denen Skatol einverleibt 
wurde, eine Substanz zu isolieren, die er als skatoxylschwefelsaures 
Kalium bzw. als Chromogen des Skatolrots ansprach. Einige Jahre 
spater will Otto), unter Beibehaltung der von Brieger eingeschlagenen 


1) L. Brieger, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 10, 1027; 12, 1985; 
13, 279. Journ. f. prakt. Chem., N. F., 17, 124. 

*) EZ. Baumann und L. Brieger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 3, 254. 

3) L. Brieger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 4, 414, 1880; Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 12, 1985. 

*) J. Otto, Pfliigers Arch. 38, 614. 
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Methodik, Skatoxylverbindungen aus dem Harn eines Diabetikers mit 
interkurrierenden Magen- und Darmstérungen erhalten haben, jedoch 
in so geringer Ausbeute, daB eine Identifizierung der Substanz nicht 
méglich war. Inzwischen hatten M. Nencki') und dann auch £. und 
H. Salkowski*) das Skatol unter den Eiweibfiulnisprodukten auf- 
gefunden, und gelang es Emil Fischer*), Skatol synthetisch darzustellen. 
Hierdurch wurde der ganze Fragenkomplex einer experimentellen 
Prifung leichter zuginglich, jedoch ergaben sich mit der gréBeren Zahl 
der einschlagigen Mitteilungen auch einander widersprechende Befunde. 
Diese Unsicherheit riihrt einerseits davon her, daB die Menge des aus- 
geschiedenen hypothetischen Chromogens durchaus nicht im Ver- 
hiltnis steht zur Menge des im Versuch von auBen eingefiihrten Skatols, 
andererseits davon, daB bei der Schwierigkeit, das Chromogen als 
solches darzustellen, die Schwefelséure, eines der Paarlinge, als MaBstab 
der Chromogenbildung verwendet werden muBte. Zuweilen muBte die 
Beweisfiihrung der stattgehabten Chromogenbildung auf Umwegen 
versucht werden. So fand zwar Mester*) nach Einverleibung von 
Skatol eine Zunahme der gepaarten Schwefelsiuren, sie betrug aber 
kaum ein Fiinftel des eingefiihrten Skatols. Er nahm daher in An- 
lehnung an die bereits von P. Mayer und Neuberg®) vermutete Existenz 
einer Skatoxylglykuronsiure an, daB das gebildete Skatoxyl, soweit 
der Vorrat an Schwefelsiure reicht, an diese, ein anderer, vielleicht 
gréBerer Anteil, jedoch an Glykuronsiure gebunden im Harn aus- 
geschieden wird. 

Diese Annahme scheir\t durch die Beobachtung gestiitzt zu werden, 
daB ein Skatolharn optisch (nach links) aktiv.ist und Kupferoxydsalze 
in alkalischer Lésung reduziert. Andererseits vermibte jedoch Stokvis®) 
unter den Zersetzungsprodukten des von ihm dargestellten magnesium- 
haltigen Chromogens, der angeblichen Muttersubstanz des Skatolrots, 
sowohl Schwefelsiiure wie auch Glykuronsiure. Maillard’) bezweifelt 
sogar die Méglichkeit, daB aus dem Skatol ein dem Indoxyl analoges 
Skatoxyl entstehen kénnte, denn das OH-Radikal hitte gerade an 
dem C-Atom einzutreten, wo sich die C H,-Gruppe befindet, daher aus 


1) M. Nencki, Centralbl. f. d. med. Wiss. 1878, Nr. 47; Journ. f. prakt. 
Chem. 1879, Heft 19/20, 8. 446; Zeitschr. f. physiol. Chem. 4, 371. 

2) FE. und H. Salkowski, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 12, 648; 18, 189; 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 417; 9, 23. 

8) BE. Fischer, Liebigs Ann. 236, 137. 

*) B. Mester, Zeitschr. f. physiol. Chem. 12, 130. 

5) P. Mayer und C. Neuberg, ebendaselbst 29, 267. 

®) Stokvis, Ned. Tijdschr. v. Gen. 1901, Teil I, 8. 961; 1903, Teil II, 
S. 678.; Hand. Ned. Nat. en Gen. Congr. 1901, 8S. 249. 

7) L. C. Maillard, Paris, Schleicher fréres, 1903; Journ. de Pharm. et 
Chim. 21, 187, 1905; Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 515, 1905. 
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Skatol wieder nur Indoxyl, nicht aber Skatoxyl entstehen kénne. 
Daher vermutet Maillard sogar, daB das Briegersche Skatolrot bloB 
ein auch Indirubin enthaltendes Gemisch von Farbstoffen sei, und 
bestreitet Rosin'), als Verfechter des Indirubins, die Existenz des 
Skatolrots tiberhaupt. Sowohl von franzésischer Seite, wie Porcher 
und Hervieux*), als auch von deutscher Seite, wie Grosser*) und Staal‘), 
entstanden dem Skatolrot beredte Verteidiger, wobei zu bemerken ist, 
daB letztere an eine Grundverschiedenheit zwischen Indirubin und 
Skatolrot schon aus dem Grunde festhalten, weil bloB ersteres in 
Chloroform léslich ist. Zur Erklarung vielfacher Widerspriiche beziiglich 
des Entstehens bzw. Nichtentstehens des Skatolchromogens im Harn 
nimmt Grosser an, daB sich die Synthese im normalen, nicht mit Skatol 
vorbehandelten Organismus anders vollzieht als an dem vorbehandelten: 
Im ersteren paart sich eingefiihrtes Skatol mit Schwefelsiure, im 
letzteren méglicherweise mit Glucuronsaure. 

Spater schien das Skatolrotproblem einerseits durch die Befunde 
von Homer®) der Lésung naher gebracht worden zu sein, indem es ihr 
gelungen sein soll, zwischen Skatolrot und Urorosein trotz der Ahnlich- 
keit ihrer Farbenreaktion und ihrer Absorptionsstreifen auf spektro- 
skopischem Wege zu unterscheiden; andererseits durch die Arbeiten 
von Laidlow und Ewins*) und Herter’), durch die die Indolessigsiure 
als Muttersubstanz des Uroroseins erkannt wurde; Maillards oben 
erwahnte Annahme, daB Skatolrot bloB ein Indirubin enthaltendes 
Farbstoffgemisch sei, macht sich auch Homer teilweise zu eigen, indem 
sie das Skatolrot als ein Gemisch zweier Farbstoffe ansieht, die sich 
beziiglich ihres spektralen Verhaltens gegenseitig so beeinflussen, dab 
‘auf diese Weise die Anwesenheit von Urorosein vorgetauscht wird, 
weiterhin als méglich annimmt, daB einer dieser beiden Farbstoffe 
Eigenschaften besitzt, die auch dem Indirubin gemein sind. Hierzu 
muB jedoch bemerkt werden, daB damit nichts fiir oder gegen das 
Skatoxyl als Muttersubstanz des Skatolrots gesagt ist. Die (vielleicht 
nur scheinbar) widersprechenden Erscheinungen, die nach Einfuhr 
von Skatol zu konstatieren sind, erklirt Homer wie folgt: An den der 
Skatoleinverleibung folgenden Tagen wird dieses zum itiberwiegenden 
Teile in Skatoxyl bzw. in dessen Verbindungen iiberfiihrt, wobei aller- 


1) Rosin, Virchows Arch. 123, 591. 

2) Ch. Porcher und Ch. Hervieuz, C. r. de lacad. des sciences 4 Paris 
138, 1725, 1904; Journ. de Pharm. et Chim. 21, 55, 1905; Journ. de Physiol. 
7, 815, 1905; Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 486, 1905. 

3) P. Grosser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 320, 1905. 

*) J. Ph. Staal, ebendaselbst 46, 236, 1905. 

5) 4A. Homer, Journ. of biol. Chem. 22, 345, 1915. 

®) Laidlow und Ewins, The Biochem. Journ. 7, 18, 1913. 

7) ©. A. Herter, Journ. of biol. Chem. 4, 239 und 253, 1908. 
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dings ein geringer Teil des Skatols sich mit Indoxyl zu einem dem 
Indirubin ahnlichen Stoffe verbindet, das restliche Skatol aber in Indoxy] 
iibergefihrt wird. Da’ nach wenigen Tagen eine starke Abnahme der 
Skatoxyl-, eine ebenso starke Zunahme der I ndoxyl- (Indican-) Reaktion 
wahrzunehmen ist, wird so erklirt, daB nun der iiberwiegende Teil 
des Skatols in Indoxyl verwandelt wird. 

Wie aus dieser kurzen Ubersicht leicht zu ersehen ist, handelt es 
sich in obigen }) itteilungen meistens nur um eine indirekte Beweis- 
fiihrung pro und contra, und hiervon auch abgesehen, kénnen weder 
die angewandte Versuchstechnik, noch aber die mitgeteilten Versuchs- 
protokolle einer einigermafen strengen Kritik standhalten. Was sich 
ihnen entnehmen abt, ist: 

1. daB es ein und dasselbe komplexe Molekiil ist, das sowohl 
Indoxyl wie auch Skatoxy! liefert; 

2. daB das im Organismus (Darm) gebildete Indol als Indoxyl- 
schwefelsiure bzw. Indoxylglucuronsiure ausgeschieden wird; 

3. daB die aus Harn durch Saure (und Oxydationsmittel) auf 
verschiedene Weise darstellbaren roten Farbstoffe offenbar von ver- 
schiedener Natur sind, jedoch alle von Skatol herrihren; 

4. dab die Menge des aus Harn abspaltbaren sogenannten Skatolrots 
und der gepaarten Schwefelsiuren nach Skatoleinfuhr zunimmt. 


Das, woran es in obigen Versuchen mangelt, nimlich die zu einer 
exakten Beweisfiihrung unumginglich notwendige direkte quantitative 
Bestimmung der Skatoxylschwefelsiure war in unseren nachfolgend 
zu beschreibenden Versuchen dadurch gegeben, daB es mir') gelungen 
ist, ein quantitatives Verfahren zur Eestimmung des aus jedem Menschen- 
harn durch Kondensation mit p-Dimethylamidobenzaldehyd nach 
Hari*) darzustellenden Farbstoffs auszuarbeiten, von welch letzterem 
es sich mit gré8ter Wahrscheinlichkeit nachweisen lieb, daB es einen 
Skatoxylpaarling enthalt*). Findet demnach eine Bildung von Skatoxy- 
schwefelsiure aus eingefiihrtem Skatol statt, so muB, da nach meinen 
Erfahrungen Hundeharn sich ebenso wie Menschenharn verhalt, auch 
im Harn ven Hunden offenbar Skatoxyl in erhéhter Menge nach- 
zuweisen sein, wenn ihnen Skatol auf irgend eine Weise beigebracht 
wird. Es ist in Hdris erwahnter Arbeit*®) schon ein Hinweis enthalten, 
in welcher Form der Skatoxylpaarling im Harn enthalten sein oder 
aus welcher anderen Verbindung er im Laufe der Darstellung als kom- 
plexer Skatoxylfarbstoff entstehen kénnte. Naheres aber konnte erst 


1) G. Scheff, diese Zeitschr. 158, 170, 1925. 

2) P. Hari, ebendaselbst 117, 41, 1921; G. Scheff, ebendaselbst 158 
167, 1925. 

*) P. Hari, diese Zeitschr. 168, 453, 1925. 
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durch meine hier mitgeteilten Versuche ermittelt werden, indem ich 
von der Annahme ausging, daB es sich um gepaarte Schwefelsdéuren 
handelt mit einem Skatoxryl als Alkoholpaarling. Es ergeben sich auf 
Grund dieser Uberlegungen notwendigerweise folgende Gesichtspunkte, 
die, wenn genau beriicksichtigt, einen tieferen Einblick in die Vor- 
ginge gestatten und zu einwandfreien SchluBfolgerungen fiihren. 
Diese sind: das quantitative Verhiltnis zwischen a) eingefiihrtem 
Skatol und dem roten Skatoxylfarbstoff einerseits und den aus- 
geschiedenen gepaarten Schwefelsiuren andererseits, sowie zwischen 
beiden letzteren untereinander; b) zwischen praformierter Schwefel- 
siure und gepaarter Schwefelsaure. 


Versuchsanordnung. 


Ich habe fiinf Versuchsreihen an zwei Hunden, und zwar drei an 
Tier A, einem Mannchen von 15,5 kg Kérpergewicht, und zwei an 
Tier B, einem Weibchen von 9,2 kg Kérpergewicht, ausgefiihrt. Das 
Mannchen war ein wohlgenahrtes, das Weibchen ein stark abgemagertes 
Tier. Jede Versuchsreihe umfaBte eine Vor- und Nachperiode ohne 
Skatoldarreichung, und dazwischen wurden jeweils einige Skatoltage 
eingeschaltet. Obzwar Porcher und Hervieux zur sicheren Vermeidung 
einer Mitausscheidung von Indoxylverbindungen eine fleischlose Kost 
vorgeschlagen haben, war ich der Meinung, daB der gréBere Vorrat 
an Schwefelsiure, der von einer Fleischkost zu erwarten ist, die Bereit- 
schaft des Organismus zur Schwefelsiurepaarung erhéht. Ich wihlte 
fiir die ganze Versuchsdauer eine aus Pferdefleisch und Brot bestehende 
Nahrung, welche eben zur Konstanterhaltung des K6rpergewichts 
ausreichte und, taglich zur gleichen Zeit verabfolgt, womédglich auf 
einmal verzehrt wurde. T'rinkwasser erhielt das Tier A in Versuchs 
reihe I und II ad libitum; demselben Tiere in Versuchsreihe II] und 
auch dem Tiere B in Versuchsreihe IV und V wurde, um eine méglichst 
gleichmaBige Diurese zu erzielen, das Wasser in angemessener und 
stets konstanter Menge durch eine Schlundsonde eingefiihrt. Mit 
dieser Ernihrung wurde bereits einige Tage vor Beginn der Analysen 
begonnen. 

Versuchsmethodik. 

V erabreichung des Skatols. Das Skatol (8-Methylindol von Schuchardt 
bezogen) wurde jedesmal zu Beginn des betreffenden Skatoltages vor 
der Fiitterung gegeben, und zwar erhielt Tier A das Skatol per os teils 
in kurze Darmstiicke von der Gans eingeschlossen (Versuchsreihe 1), 
teils durch Schlundsonde in Form einer Suspension, nachdem es in 
wenig Alkohol gelést und die Lésung in mehr Wasser eingetragen 
wurde (Versuchsreihe II und III). Diese Art der Darreichung war mit 
Unzulinglichkeiten verbunden, indem oft weit geringere Dosen, als in 
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der Literatur beschrieben sind, zu Erbrechen und eventuell zum Verlust 
einer bereits begonnenen Versuchsserie fiihrte. Weit einfacher gestaltete 
sich Versuchsreihe [V und V am Tier B, welches das Skatol in wiisseriger 
Suspension (Herstellung wie oben) seitlich in die Rumpfgegend sukutan 
eingespritzt erhielt, da es die Verabreichung durch die Schlundsonde 
iiberhaupt nicht vertrug. 

Sammeln und Analyse des Harns. Die Tiere wurden in Stoff- 
wechselkafigen gehalten und der Harn in iiblicher Weise gesammelt. 
Da trotz gleichmaBiger Nahrung und Fliissigkeitszufuhr die Tages- 
harnmengen stark variierten, habe ich am Weibchen, Tier B, um den 
Zugang zur Urethra frei zu bekommen, die Perineotomie ausgefiihrt 
und die Blase am Ende eines jeden Versuchstages (eine festgesetzte 
Vormittagsstunde) mittels Katheters zu entleeren gesucht. Der noch 
in der Blase verbliebene Rest wurde durch Waschung mit stets 100 cem 
einer 3 proz. Lésung von Borséure entfernt, das Waschwasser mit dem 
Tagesharn vereinigt, gut vermengt und die Gesamtmenge behufs 
Klarung durch ein Faltenfilter gegossen. Im Sinne unseres voran- 
gehend erwahnten Arbeitsplanes hatte ich im Harn einerseits die 
gesamte, praformierte und gepaarte Schwefelsiure, andererseits aber 
die Menge des nach Haéri durch Kondensation mit p-Dimethylamido- 
benzaldehyd erzeugten Farbstoffs, dessen Alkoholkomponente Skatoxy! 
ist, zu bestimmen. Zu ersterem Zwecke verwendete ich das altbewahrte 
gravimetrische Verfahren von Salkowski, zum letzteren Zwecke aber 
die von mir veréffentlichte spektrophotometrische Methode. Beziiglich 
ihres Prinzips und ihrer Ausfiithrung verweise ich auf meine oben er- 
wahnten Mittewlungen, muB aber noch folgendes hinzufiigen. Im Gegen- 
satz zum Menschenharn tritt, wenn man den erwarmten Hundeharn 
mit Ehrlichschem Reagens versetzt, die rote Farbe nicht sofort, sondern 
erst nach erfolgter Verdiinnung mit Alkohol, Absittigung der Saure 
mittels Ammoniak oder Sodalésung, und nach tiichtigem Durchschiitteln 
ein. Hierbei wird aber die Fliissigkeit tribe, weshalb sie, um spektro- 
photometrisch untersucht werden zu kénnen, vorangehend zentrifugiert 
werden mub. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die Daten aller fiinf Versuchsreihen sind in der Generaltabelle 
am Ende des Textes zusammengestellt, und es sei nun gleich hier vorweg- 
genommen, daB ich in Versuchsreihe I und II bloB Schwefelsiure, in 
Versuchsreihe III und V bloB den Farbstoff, in Versuchsreihe 1V aber 
Schwefelsiure und Farbstoff bestimmt habe. 


Schwefelsdure. Bei den groBen Schwankungen, die die Schwefelsaure- 
ausscheidung insbesondere in Versuchsreihe | und II von einem Tag 
zum anderen aufweist, scheint es zunichst sehr schwierig, sich eine 











370 G. Scheff: 


Meinung dariiber zu bilden, ob eine Zunahme stattgefunden hat oder 
nicht. Denn die skrupellose Rechnung mit Mittelwerten aus stark von- 
einander abweichenden Daten hat ja schon oft zu sehr zu bezweifelnden 
Ergebnissen gefiihrt. Der Umstand jedoch, daB ich die Dauer der skatol- 
freien Vorperiode in allen Versuchsreihen recht lange, auf 5 bis 7 Tage, 
bemessen habe, macht es trotz der groBen Unterschiede zwischen den 
Einzeldaten méglich, den aus ihnen berechneten ) ittelwert als an- 
nehmbare Vergleichsbasis zu verwenden. Andererseits besteht aber 
auch die Méglichkeit, die wihrend der Skatolperiode verzeichneten 
Ausschlage mit den Einzeldaten der vorangehenden skatolfreien Periode 
zu vergleichen und dadurch festzustellen, ob eine Anderung statt- 
gefunden hat oder nicht. Ich will die Ergebnisse der Versuchsreihen I, 
Il und IV aus beiden Gesichtspunkten beleuchten: Die Berechnung 
mit den Mittelwerten hatte das in Tabelle | zusammengestellte 
Ergebnis geliefert. 
Tabelle I. 





Gesamte Schwefelsaure Gepaarte Schwetelsaure Praform. Schwefelsaure 
als SO, berechnet als SO, berechnet als SO, berechnet 


~Vore | Skatole Nache  Vor> | Skatole| Nach> | Vor- | Skatole Nach 
periode periode periode periode periode periode periode periode periode 

8 z & N é g & ry & 

{ 1 0,589 0,702 0,431 0,157 | 0,284 0,116 0,432 0,418 0,315 
Versuchs:! 1) 0711 0,832 0598 0,153 | 0.275 0,167 0540 0,521 0,426 


reihe |} 


{iv 0497 0,585 0,505*) 0,062 | 0,096 0,075 0436 0,489 0,437*) 
*) BloB ein Tag. 


Ein Blick auf vorangchende Zusammenstellung geniigt, um zu 
zeigen: 

a) daB die praformierte Schwefelséure in der Skatolperiode keine 
(Versuchsreihe 1 und II) oder nur eine geringe (Versuchsreihe 1V) 
Anderung, in der Nachperiode der Versuchsreihe | und II eine erhebliche 
Abnahme aufweist; 

b) daB die gepaarten Schwefelsiuren in der Skatolperiode in allen 
drei Versuchsreihen eine sehr erhebliche Zunahme zeigten (80 Proz. in 
Versuchsreihe I und II, 50 Proz. in Versuchsreihe IV), welche Zu- 
nahme in Versuchsreihe I] und IV auch noch in der skatolfreien 
Nachperiode in geringem Grade vorhanden ist; 

ce) dag die Zunahme der Gesamtschwefelstiure bloB durch die der 
gepaarten Schwefelsdure bedingt ist. 

Hat man Bedenken gegen die Rechnung mit den Mittelwerten und 
vergleicht die Einzelwerte untereinander, so kommt man zu demselben 
Resultat, indem sich fiir die gepaarte Schwefelsiuren in den einzelnen 
Perioden die folgenden, in Tabelle I] zusammengestellten Héchstwerte 
ergeben: 
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Tabelle II. 





Vorperiode Skatolperiode Nachperiode 
. 8 2 


Versuchsreihe I... 0,219 0,395 0,156 
; ‘ 0,188 0,365 0,218 
, ree 0,072 0,097 0.084 


Besonders eindrucksvoll tritt die Vermehrung der gepaarten 
Schwefelsiuren in Erscheinung, wenn man ihr Verhaltnis zur prii- 
formierten Schwefelsaure berechnet. Die Verhaltniszahl schwankt, wie 
aus nachstehender Tabelle [I] hervorgeht, zwischen folgenden Werten 


Tabelle 111. 





Vorperiode Skatolperiode Nachperiode 


- & 


Versuchsreihe I... 2.3—3.7 ~— 26—2.8 
- eee 2,8—3,8 6—1. 20—3.3 
ee are 6 3—8,0 6 ‘ 68 


Es stimmen alle Versuchsreihen darin iiberein, daf die V erhdlinis- 
zahl in der Skatolperiode eine erhebliche Herabsetzung erfahrt zum Zeichen 
dessen, daB im Verhaltnis zur priformierten Schwefelsiure melhr 
gepaarte Schwefelsiuren ausgeschieden werden. JDariiber, daB die 
Verhaltniszahl in Versuchsreihe LV eine ganz andere ist, als in Versuchs- 
reihe I und II, braucht man sich nicht aufzuhalten; Versuchsreihe | 
und Ii wurde an einem, Versuchsreihe IV an einem anderen Tiere 
ausgefiihrt'). 


An der gesteigerten Ausscheidung von gepaarten Schwefelsauren 
in der Skatolperiode 1i8t sich demnach nicht zweifeln; wohl ist aber der 
an sich berechtigte Einwand méglich, daB es sich vielleicht nicht um 
eine gesteigerte Bildung, sondern um eine erhéhte Ausschwemmung 
handelt, denn in den meisten Versuchsreihen war eine ausgesprochene, 
wenn auch ungleichmaBige Steigerung der Diurese vorhanden, die 
bald nur den ersten, bald nur den zweiten Tag der Skatoldarreichung 
betraf und an Versuchsreihe I und II, wie aus der Betrachtung der 
Tageswerte in der Generaltabelle hervorgeht, auch mit einer Zunahme 
der praformierten Schwefelsiure einherging. Da jedoch die oben er- 


1) DaB es solche individuelle Schwankungen gibt, kann auch aus 
Analysen von Brieger (Zeitschr. f. physiol. Chem. 4, 414, 1880) und Liebesny 
(diese Zeitschr. 105, 46, 1920) gefolgert werden, indem ersterer Ahnliche 
Resultate wie ich an Hund B, letzterer aber, wie ich an Hund A ge- 
funden hat. 
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praformierte 


wahnte Verhaltniszah]l ( H,S0,) auch an diesen Tager 


gepaarte 
eine wesentlich niedrigere ist, JaBt sich eine gleichzeitige ansehnliche 
Mehrbildung von gepaarten Schwefelsauren nicht bezweifeln. 

Skatoxylpaarling. Das Ergebnis der Versuchsreihe III, in der nur 
das Kondensationsprodukt des nach Hdri darstellbaren Skatoxy!.- 
farbstoffs bestimmt wurde, ist durchaus unklar, denn einerseits waren 
die Werte der Vorperiode sehr schwankend, andererseits war am ersten 
Tage der Skatoldarreichung zwar eine sehr erhebliche Zunahme an 
Farbstoff, daneben aber auch eine michtige Steigerung der Diurese 
wahrzunehmen, die am nachsten Tage von einer ebenso starken Abnahme 
beider gefolgt war. Immerhin ist es méglich, daB die starke Steigerung 
im 37. und 39. Versuche nicht von der gesteigerten Diurese allein, 
sondern in erheblichem MaBe auch von einer nachtriglichen Mehr- 
bildung bedingt war. 

Entschieden im Sinne einer Mehrbildung lassen sich die Ergebnisse 
der Versuchsreihen IV und V deuten, deren Mittelwerte in nachstehender 
Tabelle 1V zusammengestellt sind. (Die skatolfreie Nachperiode der 
Versuchsreihe IV gilt gleichzeitig auch als Vorperiode der Versuchs- 
reihe V.) 





Tabelle IV. 
Skatoxyl- 
Versuchsperioden farbstoff 
my 
Vorperiode 38 
Versuchsreihe IV - . Skatolperiode 45*) 
‘ Nach- bzw. Vorperiode 39 
ee ae — | Skatolperiode 45 
Versuchsreihe \ Nachperiode 40 


*) Ohne das offenbar irrige Ergebn’s in Versuch 48. 


Die Zunahme in der Ausscheidung des Skatoxylpaarlings betragt in 
beiden Versuchsreihen (IV und V) etwa 15 Proz., was insbesondere in 
bezug auf Versuchsreihe IV, in der sich eine Zunahme der gepaarten 
Schwefelsiuren um 50 Proz. ergeben hatte, recht merkwiirdig ist. 


Findet nimlich eine Paarung des eingefiihrten und zu Skatoxy! 
oxydierten Skatols mit Schwefelsiure statt, so miiBte die Zunahme 
der Schwefelsiure und des Skatoxylpaarlings eine zumindest gleich 
groBe sein: Tatsichlich aber nimmt erstere dreimal so stark zu. Ich 
bin nicht in der Lage, eine sichere Erklarung dieser Erscheinung zu 
geben; denn es gibt der Erklirungen gar viele. So ist es méglich, daB 
der von Hari beschriebene KondensationsprozeB mit p-Dimethylamido- 
benzaldehyd kein quantitativer ist, daher auch das von mir ausgearbeitete 
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quantitative Verfahren nur Minimalwerte liefert. Andererseits haben 
méglicherweise die friiheren Autoren recht in ihrer Annahme, daB ein 
Teil, vielleicht ein groBer Anteil des eingefiihrten Skatols, nicht in 
Skatoxylschwefelsiure, sondern in Indoxylschwefelsiure verwandelt 
im Harn erscheint. Hier sei noch erwihnt, daB auch ein griiner Farbstoff 
von Benedicenti') eine Rolle spielen kann, den er im Harn von Hunden 
nach Darreichung von methylierten Indolpriparaten wahrgenommen 
hat, wenn er den Harn an der Luft stehen lieB. Hatte er nur wenig 
Methylindo] injiziert, so entstand bloB viel rotes Pigment, welches 
auch nach seiner Meinung ¥ ethylindoxylschwefelsiure wire; hingegen 
trat nach groBen Dosen eine starke Griinfirbung ein. Auch der Harn 
meiner Hunde zeigte an den Skatoltagen eine ausgesprochene griine 
Farbe. 

Wie dem nun sei, ist durch Hdris und meine vorangehenden 
Arbeiten mit gréBter Wahrscheinlichkeit bewiesen, daB in Menschen- 
und Hundeharn Skatoxyl-(schwefelsiure) enthalten ist, durch gegen- 
wartige Arbeit aber sichergestellt, daB die Menge der gepaarten Schwefel- 
sauren durch Einfuhr von Skatol erhéht werden kann. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. P. Hari ausgefiihrt. 
Generaltabelle. 


Versuchsreihe I. 


Hund A. Taglich 300g Fleisch, 300g Brot; Wasser ad libitum. 





Schwefelsaure als SO, berechnet 


Datum 
des 
Versuchs 


° ' Bemers 
gesamte gepaarte praformierte kungen 


Harnmenge 


Versuchs-Nr 
einschl. 100 com 


Waschwasser 


1926 Proz. g Proz. g Proz. 8 


20.-21. III. 255 0,1890,4814 0,03970,1012 0,149 0,3802 
21.-22, III. 380 0,1620,6148 0,04480,1702 0,117 0.4446 
22.-23. III. 333 0,158/0,5275 0,04770,1588 0,111 0.3687 
23.-24. 11]. 290 0,1970,5722 0,0524.0,1520 0,145 0.4202 
24.-25. IIT. 240 0,1810,4344 0,05110,1224 0,130 0.3120 
25.-26. IIT. 360 0,1740,6278 0,0485.0,1746 0,126 0.4532 
26.-27. III. 420 0,2070,8674 0,0522/0,2194 0,154 0.6480 


27.-28. IIT. 260 0,208 0,5395 0,0663/0,1726 0,141 0,3669 Ste Gast 


28.-29. ITI. 460 0,188 0,8648 0,0858,0,3947 0,102 0,4701 1,0g Skato! 
29.-30. ITT.) 150 0,1800,2708 0,0505'0,0758 0,1290,1950 2.6 per os 
30-31. ITT. 325 0,1820,5918 0,04790,1558 0,1340,4360 2,8 


') Benedicenti, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 181, 1907 











Hund B, tagl. 


Versuchsreihe 1V. 
250 g Fleisch, 200g Brot, 250cem Wasser (durch 
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Versuchsreihe I. 
Hund A. Taglich 300g Fleisch, 300g Brot; Wasser ad libitum. 
E. : , : 
S e3 Schwefelsaure als SO, berechnet 
Z ae 
a - =~ Ps Bemer: 
3 Versuchs ens gesamte gepaarte praformierte & = kungen 
° as — 2: 
> +E hy 
1926 e Proz. 2 Proz. 8 Proz. ro a we 
12. 12-13. V. | 385 — — 0,04640,1788 — — — 
13. 13.-14. V. 320) 0,221.0,7078 0,0539'0,1726 0,1670,5352 3,1 
14 1 14.-15. V. 344 0,206 0,7076 0,0433/0,1489 0,162.0,5587 3,8 
15) «15,-16. V. 338-0188 0.6341 0,0471)0,1592 0,1410,4749 3,0 
16 16-17.V. 235 — — 0,04660,1120  — —_ 
17 17.-18. V. 415 0,1900,7893 0,04470,1854 0,146 0,6039 3,3 
18 18-19.V., 145 — — §(0,0519)0,0752 — _ — 
19 19.-20.V. 390 0,1840,7157 0,0482/0,1879 0,1350,5278 2.8 
20 «20-21. V. | 530 0,190 1.0070 0,0689'0,3649 0,121.0,6421 1,8 10g Skatol 
rT oS 
(bei Nacht 
teilweise 
erbrochen) 
21 | 21,-22, V 3100. — —  0,0650)0,2014 — —_ — 0,7 Skatol 
per os 
22 | 22.-23. V 375 0,176.0,6581 0,0688)/0,2581 0,1070,4000 1,6 08g Skatol 
23. -23.-24.V. 330 0,198 0.6545 0,0661/0,2182 0,1320,4363 2,0 ~~ = 
24 «424.-25.V. 265 0,2040,5411 0,04760,1262 90,1570,4149 3,3 
25 +25.-26.V. | 315  — —  0,0502/0,1583 — ~ — 


Schlundsonde). 





' .. 
Z 223 
a Datum §Ss 
3 des | ape 
2 Versuchs Es b 
: 23 

1926 ° 
41 | 30.VI—1.VI. 435 
42) 1- 2. VII. 380 
43 2- 3. VIL. 590 
44 3.- 4. VIL. 425 
45 4-5. VII.) 445 
46 5.- 6. VII.) 490 
47 6-7. VII.) 465 
48 7.- 8. VII.) 575 
49 |, 8.- 9. VII. 425 
50 9-10. VII.) 475 
51 | 10-11. VIT.| 480 
52 11,-12. VIT.,, 560 
53 | 12-13. VIL.) 390 
54 13.-14. VIT. 355 
55 14,-15. VIT., 345 
56 15.-16. VII. 340 


Schwefelsaure als SO; berechnet 


gesamte 
Proz. g 


0,117 0,5223 
0,096 0.4710 
0,107 0.4989 


0,149 0,6328 
0,121 0.5733 
0,114 0,5478 
0,142 0,5054 


gepaarte 


Proz. , *g 


0,0162 0,0720 
0.0107 0.0524 
0,0131 0,0609 


0,0223 0,0947 
0.0201 0.0958 
0.0203 0,0973 


0,0214 0,0836 
0,0186.0,0659 


pratormierte 
Proz. & 


0,101 0.4503 
0,085 0.4186 
0,094 0.4380 
0,117 0,5381 
0,101 0.4775 
0,094 0,4505 


0,124 0,4395 


*) 0.64 Skatol per os (in den Nachmittagsstunden erbrochen). 
**) 025g Skatol subkutan. 
t+) 03¢ 
++) O3g 


pratorm 
gepaarte 


4a aae 


“1p 
wo Ww 


o 
@ 


| 


Hari scher 
Skatoxyl- 
farbstoft 


~ 


0,0366 
0.0342 
00429 
0,0420 
0,0398 
0,0355 
0,0322 
(0,0226) *) 
0,0421**) 
0,0451 +) 
0,0479++) 
0,0468 
0,0401 
0,0390 
0,0361 
0,0349 











Skatoxylschwefelsaure. 


Versuchsrethe III. 
Hund A, tagl. 300g Fleisch, 300 g Brot, 300cem Wasser (durch Schlundsonde). 





, Datum Harnmenge Hari scher 
vee des Versuchs einschl. 100 ccm Skatox ylfarbstoff Bemerkungen 


1926 Waschwasser g 


26 23.—24. V 490 0,0692 

27 24.—25. V. 505 0,0744 

28 25.—26. V. 400 0,0400 

29 26,—27. V. 525 0,0790 

30 27,—28. V. 450 0,0638 

31 28.—29. V. 320 0,0387 
Vv 


32 29 —30. 580 0,0796 0,8 g Skatol per os 
(b. Nacht teilweise 
erbrochen) 


33 30.—31. V. 175 0,0182 0,5 g Skatol per os 
31, V.—1. VI. 625 0,0604 O5g . — 

35 ‘ .VI. 450 0,0482 

36 — 3. VI. 345 0,0487 

37 3. % 4% 550 0,0976 

38 ; VE. 330 0,0528 

39 }. BF 415 0,1078 

40 . » VE 245 0,0494 


Versuchsreihe V. 
Hund B, tagl. 250g Fleisch, 250g Brot, 250 cem Wasser (durch Schlundsonde). 





Datum Harnmenge Hari scher 


ae des Versuchs einschl. 100 ccm Skatoxylfarbstoff Bemerkungen 


1926 Waschwasser g 


52 11.—i2, VII. 560 0,0468 

53 12.—13. VIL. 0.0401 

54 13.-¢14. Vil. 0,9390 

55 14.—15, VII. 0,0361 

56 15.—16,. VII. 0,0349 

57 16.—17, VII. 0,0393 0,3 g Skatol subkutan 
17.—18. VII. 0,0470 O4g . © 
18.—19, VIT. 0,0494 03g . ° 

60 19.—20. VIT. 0,0472 

61 20.—21. VII. 0,0440 

62 21.—22. VII. 0,0395 

63 22.—23. VII. 0,0363 

64 23.—24. VIT. 5 0,0359 

65 24.—25, VII. 0,0358 


Biochemische Zeitschrift Band 179. 











Zur Kenntnis des Fichtenholzlignins. 


Von 


Erik Hiigglund und T. Rosenqvist. 
(Aus dem Institut fiir Holzchemie der Akademie zu Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1926). 


Schon friiher hat der eine von uns (Hdgglund) in einer Arbeit 
zusammen mit C.B. Bjérkman') eine besondere Eigenschaft des 
sogenannten Salzsiurelignins, welches von hydrolysierbaren Kohle- 
hydraten vollig befreit war, aufmerksam gemacht, nimlich, daB dieses 
Lignin bei der Jollensschen Destillation ein alkohollésliches Phloro- 
glucid lieferte, das groBe Ahnlichkeit mit dem Methyl- und Oxymethyl- 
phloroglucid zeigte, aber bei naiherer Untersuchung nicht mit diesen 
Substanzen identisch war. Die Frage erschien aber so wichtig, dab 
es zweckmaBig erschien, die Sache nochmals nachzupriifen. Zu diesem 
Zwecke wurde in bekannter Weise hergestelltes Salzsiurelignin mit 
12proz. Salzsiure nach Tollens destilliert®). Die Ausbeute an Phloro- 
glucid bei den verschiedenen Versuchen war wie folgt. Die Haupt- 
menge der Fillung entstand in den ersten 200 ccm Destillat. (Vier 
Fraktionen zu je 100 com wurden aufgenommen.) 





‘ 
Lignin Phloroglucid i eee ' 


g ry Proz. 
5,1124 0,1928 2,17 
3,2320 0,1690 2,98 
5.6136 0.2722 2'80 


AuBer mit Phloroglucin wurde das Destillat mit Barbitursiure und 
Thiobarbitursaéure gefallt, 





Diite Barbitursaure- Als ,Furfurol* 
‘gm Kondensationsprodukt berechnet 
~ g Proz 
3,3070 0,1900 2.76 





1) Diese Zeitschr. 147, 74, 1924. 

2) Das Salzsdurelignin wurde durch Behandlung von feinen, mit Ather 
und Aceton erschépfend extrahierten Fichtenholzspinen mit 45proz. Salz- 
siure wahrend 24 Stunden erhalten. Die Ausbeute betrug, bezogen auf 
aschefreies, trockenes Holz, 29,3 Proz. 
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Lignin Thiobarbitursaure- Als .Furfurol* 
‘8 Kondensationsprodukt ' ) berechnet 


g g Proz. 


2.9734 02456 3.58 


Auch mit Phenylhydrazin wurde eine Fillung erhalten, die aber 
nicht im kristallinischen Zustand erhalten werden konnte. Die De- 
stillation wurde in dem Falle mit Schwefelsiure (40 ccm konzentrierte 
Schwefelsiure -+- 140 cem Wasser) vorgenommen, das Destillat mit 
Essigsiure angesiuert und darauf mit Phenylhydrazin in 50proz. 
Essigsiure versetzt. Die dabei zunichst erhaltene gelbe Emulsion 
ging nach und nach in einen roten Niederschlag iiber. Es zeigte sich, 
da8 Methyl- und Oxymethylfurfurol in ahnlicher Weise reagierten. 

Um die flichtige Substanz zu identifizieren, wurde eine Anzahl 
qualitativer Priifungen vorgenommen. 

Furfurol konnte wegen der Farbe der Phloroglucidfallung nicht 
in Frage kommen. Das Phloroglucid war rotbraun, teilweise in Alkohol 
léslich. Um die Anwesenheit von Methylfurfurol zu priifen, wurden 
folgende Reaktionen vorgenommen. 

Mit Resorcinsalzsiure: negatives Ergebnis, keine Rotfiarbung. 
Einige Kubikzentimeter des Destillats wurden mit einer Alkohol- 
Schwefelsiuremischung (3: 1) auf dem Wasserbad erhitzt. Keine Griin- 
farbung! Einige Kubikzentimeter des Destillats wurden mit 2 ccm 
Aceton und 10ccm konzentrierter Salzsiure 10 Minuten erwirmt. 
Bei Anwesenheit von Methylfurfurol soll die Lésung ein Absorptions- 
band, das die D-Linie deckt, geben. Die Versuche gaben durchweg 
negative Ergebnisse. Eine Vergleichspriifung mit Isodulcit gab ‘ein 
deutliches Absorptionsband. Um die Anwesenheit von Oxymethyl- 
furfurol zu priifen, wurde die Reaktion von Seliwanoff benutzt: Er- 
hitzung mit Resorcin und Salzsiure. Die Priifung fiel negativ aus. 

Ebensowenig gelang es, @-Brommethylfurfurol nachzuweisen, um 
dadurch die Anwesenheit von Oxymethylfurfurol festzustellen. Der 
Versuch wurde folgendermaBen ausgefiihrt. 10g Lignin wurden mit 
250 ccm bei 0° mit Bromwasserstoff gesittigtem Chloroform in einer 
Druckflasche waihrend 2 Stunden auf 62° gehalten und darauf ab- 
gekihlt. Nach einigen Stunden wurde mit Soda neutralisiert. Bei 
der Behandlung wurde das Lignin schwarz. Die Hauptmenge des 
Chloroforms wurde abdestilliert. Der letzte Riickstand des Chloroforms 
wurde im Vakuum abgedampft. Dabei hinterblieb ein ganz geringer 
Riickstand, eine braune, halbfeste Masse, worin @-Brommethylfurfurol 
nicht nachgewiesen werden konnte. 


1) Vel. Journ. Amer. Chem. Soc. 38, 2156 (1916). 
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Auch die Destillate bei der Destillation des Lignins mit Salzsiure 
und Schwefelsiure gaben keine Reaktionen auf Oxymethylfurfurol. 

Im AnschluB an diese Versuche wurde untersucht, ob im Fichten- 
holz selbst Methylpentosen vorhanden sind. 

Versuch 1. 39,7 g absolut trockenes Holz wurde mit 2proz. Schwefel- 
siure 2 Stunden bei 120° im Autoklaven erhitzt. Das Gewicht des Riick- 
stands betrug 28,67 g; 27,7 Proz. des Holzes sind demnach in Lésung 
gegangen. Die Zuckerlésung wurde mit BaCO, neutralisiert und mit 
Knochenkohle entfairbt. Die Lésung wurde zu einem Sirup eingedampft. 
Der Zucker wurde mit Aceton und Salzséure behandelt. Ein Absorptions- 
band erhielt man nicht (vgl. oben). 

Ein Kontrollversuch gab dasselbe negative Ergebnis. 


Versuch . Sulfitablauge wurde unter Anwendung von Pergament- 
hiilsen dialysiert. Auf diese Weise wurden die Zuckerarten von den Lignin 
verbindungen getrennt. Der Zucker zeigte keine Methylpentosanreaktion. 


Methylpentosen wurden also weder im Salzsiurelignin noch im 
Fichtenholz ‘gefunden. 


AuBer dem Salzsiurelignin wurde auch das sogenannte Alkali- 
lignin untersucht. Dieses Lignin haben wir in folgender Weise her- 
gestellt. 

Als Ausgangsmaterial diente Fichtenholz, in kleine, gleich groBe 
Stiicken geschnitten. Das Holz wurde mit Natronlauge (27 g NaOH 
auf 100g Holz bezogen) wihrend 5 Stunden bei 165° aufgeschlossen. 
Nach beendetem Kochen wurde die Lauge von dem Zellstoff ab- 
geschieden. Das Alkalilignin wurde durch Zusatz von konzentrierter 
Schwefelsiure bei einer Temperatar von 60° ausgefallt, abfiltriert und 
so lange mit Wasser gewaschen, bis keine H,S0,-Reaktion des Wassers 
mehr eintrat; das letzte Filtrat war dabei braun gefirbt. Die Trocknung 
geschah bei 100° im Trockenschrank. Das Alkalilignin bestand aus 
einem braun gefirbten Pulver mit angenehmem Vanillegeruch. Das 
Produkt war gréBtenteils in Aceton léslich. Aus der Acetonlésung 
konnte es mit Ather ausgefillt werden, wenn die Lésung in einen 
groBen Uberschu8 von Ather eingetragen wurde, und zwar als eine 
hellbraune, flockige Fillung, die leicht abfiltriert werden konnte. 
Das Lignin wurde mit Ather wahrend 36 Stunden extrahiert, wobei 
3,25 Proz. des Gewichts in Lésung ging. Der Gehalt an Methoxy! 
wurde bestimmt und betrug 15,4 Proz., auf aschefreie Substanz 
bezogen. 

Das Alkalilignin wurde nach Tollens mit 12proz. Salzsiiure de- 
stilliert, wobei das Destillat in vier Fraktionen von je 100 ccm auf- 
genommen wurde. In den beiden ersten trat durch Zusatz von Phloro- 
glucin eine griinschwarze Fillung ein, wahrend die beiden iibrigen 
klar blieben. 
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.Furfurol* 
des Lignins 


& x Proz. 


Alkalilignin Phloroglucid 


5,2740 0,0320 0,34 
4,5374 0,0243 0,31 
5.3262 0.0356 0.38 


Ein Teil des Phloroglucids war alkoholléslich. Die alkoholunlésliche 
griinschwarze Substanz riihrte wahrscheinlich von Pentosan her, das 
nicht véllig aus dem Verbande mit dem Lignin abgespalten war. 


Wir sehen also, daB das Salzsiurelignin wesentlich mehr furfurol- 
ihnliche Substanzen abgibt als das Alkalilignin. Auch ein qualitativer 
Unterschied ist deutlich. Es liegt wohl nahe anzunehmen, daB die 
Ursache dafiir darauf zuriickzufiihren ist, daB das Lignin durch die 
Alkalibehandlung veraindert wird oder vielmehr einen Anteil verloren 
hat, welcher als besonderer Trager der betreffenden Reaktion an- 
zusehen ist. In der Tat ist auch die Ausbeute von Alkalilignin auf das 
Holzgewicht bezogen, geringer als die Ausbeute von Salzsiurelignin’). 
Man kénnte vielleicht den Einwand erheben, daB die starke Reaktion 
seitens des Salzsaurelignins auf Umlagerung des Ligninmolekiils zuriick- 
zufiihren wire. Aber dagegen sprechen andere Ergebnisse. Schon vor 
lingerer Zeit zeigten C.G. Schwalbe und E. Becker*), daB Fichtenholz 
bei der Tollensschen Destillation (und auch Kiefer) bedeutende Mengen 
eines elkoholléslichen Phloroglucids geben. Die Verfasser meinten, 
es handelte sich hier um Methylfurfurol-Phloroglucid. Das Methyl- 
furfurol wire aus Methylpentosan entstanden. Es zeigte sich, dab 
Laubhélzer verhiitnismaBig wenig solches Phloroglucid gaben. Das 
wurde auch durch neue Untersuchungen bestitigt. Wir fiihren folgende 
Zahlen von Schwalbe und Becker*) an: 


Prozente des wasserfreien Holzes. 





Fichte Kiefer Buche Birke Pappel Erle 


Methylpentosan 3,00 2.23 1,02 0.84 0.72 0,00 


Es ist nunmehr bekannt, daB cellulosehaltige Materialien bei der 
Tollensschen Destillation auch zur Bildung von Oxymethylfurfurol 
AnlaB geben. Das Phloroglucid der letzteren Substanz zeichnet sich 
auch durch eine gewisse Alkoholléslichkeit aus. Infolgedessen diirften 
die oben angegebenen Zahlen etwas zu hoch sein. Es ist aber offenbar. 


1) E. Hdgglund, Cellulosechemie 5, 81, 1924. 
2) Zeitschr. f. angew. Chem. 82, 320, 1919. 
8) Schwalbe und Becker, ebendaselbst 38, 15, 1920. 





380 E. Higglund u. T. Rosenqvist: 


daB man dadurch die auBerordentlich hohe ,,Methylpentosan**.Ausbeute 
bei Fichte (und Kiefer) nicht erkliren kann. 

Nun haben wir zu voller Evidenz nachgewiesen, daB das Fichten- 
holz kein Methylpentosan oder, richtiger gesagt, keine Methylfurfurol 
liefernde Substanzen enthalt. Es ist also deutlich, daB die Ursache 
zur Bildung eines alkoholléslichen Phloroglucids auf die Eigenschaft 
des Fichtenholzlignins zuriickzufiihren ist. Durch die Einwirkung der 
hochkonzeutrierten Salzsiure auf das Holz ist also die oben erwaihnte 
tigenschaft des Salzsiurelignins nicht entstanden; méglicherweise 
wird sie aber geschwiicht. Diese Eigenschaft ist, wie es scheint, nicht 
dem Anteil eigen, der unter dem Namen a-Lignin geht. Lignosulfosiure, 
die tiber die B-Naphthylaminverbindung isoliert und rein dargestellt 
wurde, gab nimlich bei der T'ollensschen Destillation keine mit Phloro- 
glucin kondensierende fliichtige Substanz ab’). Es ist natiirlich nicht 
véllig von der Hand zu weisen, daB die Sulfonierung des Lignins 
méglicherweise die besprochene Aufspaltung mit Salzsiure verhindert. 

Fiir die Pentosanbestimmung im Holze oder anderen ligninhaltigen 
Fasern sind die oben erwihnten Ergebnisse von Bedeutung. Da das 
Lignin also bei der Tollensschen Destillation fliichtige Substanzen 
gibt, die ahnlich dem Furfurol oder Methylfurfurol mit Phloroglucin 
oder Barbitursaure reagieren, ist es offenbar, daB man bei der Pentosan- 
bestimmung solcher Substanzen zu hohe Werte erhalt. Wie groB die 
Korrektion ist, die dabei anzubringen ist, kann noch nicht véllig exakt 
angegeben werden. 


Im AnschluB an diese 'Jntersuchungen haben wir einige Resultate 
von A. Friedrich und J. Diwald*) nachgepriift, da diese nicht in Uber- 
einstimmung mit den Ergebnissen der Forschungen im hiesigen Institut 
standen. Nach unserer Auffassung liBt es sich nicht vermeiden, dab 
ein Teil der Methoxylgruppen des Lignins bei der Isolierung desselben 
abgespalten wird; das ist bei dem Aufschlu8 mit Alkalien, sauren 
Sulfiten und Sauren immer der Fall. Nun meinen die Autoren, dab 
eine von Griiss*) angegebene Darstellungsweise des Lignins ein wesentlich 
anderes Ergebnis zeigt, indem es auf diese Weise gelingen soll, ein Lignin 
mit 20,9 Proz. Methoxyl darzustellen. Dieses Lignin wird ,,Primir- 
lignin“ genannt. Wir verfuhren genau nach der Vorschrift von Friedrich 
und Diwald folgendermaBen. 

Fein gesiebte Sagespine von Fichtenholz wurden in einem Soxrhlet- 
Apparat mit einer Mischung von gleichen Teilen Alkohol und Benzol 


1) Diese Feststellung verdanken wir Herrn Assistent B. Troberg. 
*) Monatsh. f. Chem. 46, 31, 1925. 
3) Ber. d. bot. Ges. 38, 361, 1920; ref. Centralbl. 1921, II, 979. 
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wahrend 7 Stunden extrahiert. Darauf wurde mit der }0fachen Menge 
kalter 5proz. Natronlauge extrahiert. Nach 36 Stunden wurde die 
Lauge abdekantiert, worauf eine gleiche Quantitat 5 proz. Natronlauge 
zugesetzt wurde. Die Behandlung wurde viermal, 36 Stunden lang, 
wiederholt. Darauf wurde mit kaltem Wasser, verdiinnter Essigsiure 
und zum SchluB mit heiBem Wasser gewaschen. Die Spine wurden 
dann in der Luft getrocknet. Nachher wurden sie mit der gleichen 
Gewichtsmenge 17 proz. Salzsiure zusammen gerieben, die Mischung 
laBt man 48 Stunden stehen. Die mit Salzsiure gemischten Spine 
wurden wahrend 8 bis 10 Stunden zusammen mit der zehnfachen Menge 
95 proz. Alkohols unter RiickfluB gekocht. Die Spine wurden dann 
abfiltriert, und von dem Filtrat zwei Drittel des Alkohols ab- 
destilliert. Der Rest wurde in die zehnfache Menge mit Salzsiure etwas 
angesiuerten Wassers eingegossen, wobei das Lignin in hellbraunen 
Flocken ausfiel. Das Lignin wurde abfiltriert, in Alkoho] gelést und 
wiederum mit Wasser ausgefallt, um gereinigt zu werden. 

In dieser Weise hergestelltes ,,Primirlignin’’ wurde in bekannter 


Weise mit Jodwasserstoffsiure unter Anwendung von alkoholischer 
Silbernitratlésung in der Vorlage behandelt, um den Gehalt an Alkoxyl 


zu bestimmen. 





Lignin AgJ ys ws Proz. CH, O 
¥ im Lignin 
mg mg mg 


130,0 212.0 28,00 21,54 
80.0 130,6 17,25 21.56 


Wurde aber als Vorlagefliissigkeit statt alkoholischer Silbernitrat- 
lésung 10proz. Lésung von Trimethylamin in absolutem Alkohol ver- 
wendet, bekamen wir folgende Ergebnisse. 





Lignin (CHs), NJ Proz. CH,0 
mg mg im Lignin 


130,2 104,2 12,4 
167,6 135,8 12,5 


Um diese Abweichungen zu erklaren, liegt es nahe, anzunehmen, 
daB bei dem Kochen mit alkoholischer Salzsiure eine Alkoholyse 
eintritt, wie Holmberg) bei dhnlicher Arbeitsweise gefunden hat. 
Der Unterschied 9,1 Proz. ist also nicht Methoxyl, sondern Athoxy]. 
Bei der Umrechnung ergibt sich also statt dieser Zahl 13,2 Proz. 
C,H,0. 


1) Svensk Kemisk Tidskrift 37, 189, 1925. 
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Um die Athoxylgruppe nachzuweisen, wurde eine weitere Jod- 
wasserstoffdestillation vorgenommen, wobei reines Dimethylanilin 
als Vorlage diente. Die Fallung wurde nach 12 Stunden abfiltriert. 
In dem Filtrat kristallisierte die Athylverbindung aus. Die Kristalle 
wurden in Alkohol gelést und mit Ather wieder ausgefallt. F. = 126°. 

Bei der Behandlung des Holzes mit alkoholischer Salzsiure ist 
also eine Alkoholyse eingetreten. Dadurch hat das Gewicht des Lignins 
zugenommen. Bezogen auf das nicht veritherte Lignin ist der wahre 
Methoxylgehalt nicht 12,45 Proz., sondern 14,0 Proz., was mit friiheren 
Resultaten recht gut iibereinstimmt. 


K. Kiirschner') hat kiirzlich die Aufsehen erregende Angabe 
gemacht, daB es ihm gelungen ist, nicht weniger als 60 Proz. des Lignins 
in Vanillinsiure neben kleinen Mengen Vanillin durch Sublimation 
iiberzufiihren. Er arbeitete aber mit sehr kleinen Substanzmengen. 
Wir haben nun den Versuch gemacht, gewisse Mengen von Lignin zu 
sublimieren. 1g Salzsiurelignin wurde in dinner Schicht in einem 
Silberschiff ausgebreitet und in einem Rohre zu 200° im elektrischen 
Ofen erhitzt. Wahrend des Versuchs wurde ein schwacher Strom von 
Stickstoff durch das Rohr und weiter in einen eisgekiihlten Glaskolben 
geleitet. Wir konnten bei wiederholten Versuchen keine Vanillinsiure 
nachweisen, obwohl Vanillingeruch deutlich wahrnehmbar war. Mit 


einem einfachen Apparat, dem Kiirschnerschen ahnlich, wurden mit 
demselben Ligninpriparat geringe Mengen von Vanillinsiurekristallen 
erhalten. Vanillin bzw. Vanillinsiure entsteht also durch Sublimation, 
aber die Ausbeute ist schwer zu bestimmen, da nur Mikroversuche 
positives Resultat geben. Die Mengen auf Lignin bezogen, sind nach 
unserer Auffassung gering. 


Zusammenfassung. 

1. Bei der Destillation von Salzsiurelignin mit 12 proz. Salzsiure 
nach TJ'ollens wird eine fliichtige Substanz erhalten, die mit Furfurol, 
Methylfurfurol oder Oxymethylfurfurol eine gewisse Ahnlichkeit zeigt, 
aber mit diesen Substanzen nicht identisch ist. Die Ausbeute bei 
unseren Versuchen betrug rund 3 Proz. des Ligningewichts, wenn die 
Substanz als Furfurol berechnet wird. Durch diese Eigenschaft des 
Lignins gibt die ibliche Bestimmungsmethode von Pentosan in lignin- 
haltigen Stoffen zu hohe Werte. 

2. Aus Alkalilignin kénnen ebenfalls geringe Mengen mit Salzsiure 
fliichtige Substanzen erhalten werden, die sich mit Phloroglucin kon- 


1) Ahrens-Herz, Sammlung chemischer und chemisch-technischer Vor 
triage 28, 147, 1925. 
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densieren. Dabei tritt im Gegensatz zum Salzsiurelignin Furfurol auf, 
was auf die Anwesenheit von Pentosan zuriickgefiihrt werden kann. 
Die mit §-Naphthylamin fallbare Lignosulfosiure gibt bei der Salzsiure- 
behandlung keine fliichtigen, sich mit Phloroglucin kondensierende 
Stoffe ab. 

3. Methylpentosane sind weder in Fichtenholz, noch im Lignin 
dieses Holzes enthalten. 

4. Das sogenannte Primiirlignin von A. Friedrich enthalt Athoxyl- 
gruppen, die bei der Alkoholyse des Holzes vom Lignin aufgenommen sind. 

5. Das Lignin gibt bei der Sublimation nur kleine Mengen Vanillin- 
siure bzw. Vanillin. 








Versuche iiber den Stoffwechsel von Gewebsexplantaten 
und deren Wachstum bei Sauerstoff- und Glucosemangel. 


Von 
Franz Wind. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1926.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die an diesem Institut ausgefiihrten Arbeiten') lieBen an die 
Méglichkeit denken, daB Geschwulstgewebe ohne Sauerstoff leben 
kénne. Davon ausgehend, zeigte Okamoto*), daB tierische Tumoren die 
Fahigkeit besitzen, mehrere Tage in vitro unter anaeroben Bedingungen 


zu existieren; ob sie unter diesen Bedingungen auch wachsen kénnen, 
lieB sich bei seiner Versuchsanordnung nicht entscheiden. Mit der 
Frage des anaeroben Wachstums von Geschwiilsten habe ich mich, auf 
Vorschlag von Herrn O. Warburg, beschiftigt, wobei ich mich der 
Harrison-Carrelschen Methode*) der Ziichtung von Geweben bediente. 
Herrn A. Fischer, der mir diese Methoden in liebenswiirdigster Weise 
in seinem Laboratorium gezeigt hat, sage ich auch an dieser Stelle 
meinen verbindlichsten Dank. 

Die Beziehungen, die nach den oben angefiihrten Arbeiten') 
zwischen dem pathologischen Wachstum und dem Wachstum der 
Jugend bestehen, machten bei dem Studium des Wachstums der 
Tumoren Untersuchungen an normalem embryonalen und _ reifen 
Gewebe notwendig, um so mehr, als auch bei diesem der Zusammenhang 
zwischen Wachstum und Sauerstoffmangel bisher wenig bekannt ist. 


1) Diese Zeitschr. 142, 317, 334, 1923; 152, 309, 1924; Klin. Wochen- 
schrift Nr. 12, 1925. 

2) J. Okamoto, diese Zeitschr. 162, 52, 1925. 

8) R.G. Harrison, Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 4, 140, 1907; Anat. 
Rec. 6, 181, 1912; A. Carrel, Abderhaldens Handb. d. Biochem. Arbeitsmeth.., 
Berlin 1912; Journ. of exp. Med. 18, 387, 1911; 14, 287, 1913 u. a.; 
A. Fischer, Tissue Culture. Kopenhagen 1925. 
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Wenn Gewebe ohne Sauerstoff wachsen kann, so entsteht die 
Frage nach der Reaktion, die ihm die Energie zum Wachstum liefert. 
Von der Annahme ausgehend, daB es die Girung sei, habe ich Versuche 
iiber die Abhangigkeit des Wachstums vom Glucosegehalt des Kultur- 
mediums gemacht. 

SchlieBlich schien es wiinschenswert, neben der morphologischen 
Betrachtung zur Beurteilung des Zustandes der Explantate und der 
Verhaltnisse in dem sie umgebenden Medium ein Mittel zu besitzen, 
das eine zahlenmaBige Bewertung erlauben kénnte. Zu diesem Zwecke 
habe ich Stoffwechselmessungen vorgenommen, wobei ich die Ver- 
anderung des Gehalts an Milchsiure, Glucose und Bicarbonat im 
Kulturmedium bestimmte, sowie vergleichende manometrische Stoff- 
wechselmessungen an Explantaten, die unter verschiedenen Bedingungen 
gewesen waren, ausfiihrte. 


Einteilung der Arbeit. 


I. Versuchsmaterial. 
Il. Stoffwechseluntersuchungen. 
Ill. Anaerobes Wachstum. 
. Wachstum in glucosearmem Medium. 
. Hefe. 
. Protokolle. 


I. Versuchsmaterial. 


Als Versuchsmaterial diente das Roussarkom, das nach der von 
A. Fischer angegebenen Methode') monatelang als Deckglaskultur 
geziichtet wurde. Von normalen Geweben verwandte ich Kulturen 
von Fibroblasten [nach Carrel und Ebeling*)] und Irisepithe! [nach 
A. Fischer*)], auBerdem langere Zeit tiberpflanzte Explantate von 
Milz und Monocyten [nach Carrel*)] des erwachsenen Huhnes, sowie 
frisch aus dem Tiere entnommenes oder nur vor kurzer Zeit explantiertes 
Gewebe (z. B. Tumor, embryonales Herz). 

Als Kulturmedium benutzte ich im allgemeinen embryonalen 
Gewebssaft und Plasma des Huhnes (zu gleichen Teilen, nach Carrel) ; 
zuweilen fand die Hbelingsche Mischung®) (Embryonaler Gewebssaft, 
Serum und Fibrinogen) Verwendung. 

Das Gewebe wurde als Deckglaskultur oder in Carrelschalen*®) 
(z. B. Monocyten) geziichtet. 


. Fischer, C. r. Soc. de Biol. 90, 1181, 1924. 

. Carrel und A. Ebeling, ebendaselbst 90, 410, 1924. 
. Fischer, Journ. of exp. Med. 85, 367, 1922. 

. Carrel und A. Ebeling, ebendaselbst 36, 365, 1922. 
. Ebeling ebendaselbst 33 641, 1921. 

. Carrel, ebendaselbst 38, 407, 1923. 
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II. Stoffwechseluntersuchungen. 
1. Bicarbonatbestimmung. 

Peyton Rous') hat durch Zusatz von Lackmus zum Kulturmedium 
gezeigt, daB die Umgebung der Explantate von Roussarkom rasch 
sauer wird und daB die Diffusion im Plasmakoagulum auBerst langsam 
vor sich geht. Um ein Ma® fiir die Veranderung in der 
nichsten Umgebung der Explantate zu gewinnen, habe ich 
in der verfliissigten Zone (die sich wahrend des Wachstums 
um das Gewebsstiick im Kulturmedium bildet) Bicarbonat- 
bestimmungen vorgenommen. 

Die Fliissigkeit aus mehreren (vier bis fiinf) Kulturen 
wurde mit einer Kapillarpipette (s. Abb. 1) durch Bewegung 
der Schraube ohne Luftblasen aufgesogen, so dab die ge- 
samte Kapillare (deren Inhalt 20 bis 30cmm betrug) gefiillt 
war; die Fliissigkeit grenzte dann 
nur an den beiden diinnen Kapillar- 
enden an Luft, und es trat auch 
nach mehreren Stunden keine meb- 
bare Verdunstung ein. 

Der Inhalt der Pipette wurde 
in den Ansatz eines kleinen Mano- 
metergefiBes (Abb. 2) eingewogen, 
in den Hauptraum 0,2 ccm n/100 
Weinséiure und 0,3ccm 0,9proz. 
NaCl-Lésung gebracht und das Bi- 
carbonat als Kohlensiure, die durch Ansiuern aus dem Bicarbonat 
entwickelt wurde, nach O. Warburg manometrisch gemessen*). Bei 





Abb. 1. ‘ Abb. 2. 


1) P. Rous, Journ. of exper. Med. 18, 186, 1913. 

2) E. Negelein, diese Zeitschrift 158, 134, 1925. Bei der Bicarbonat- 
bestimmung in gréBeren Fliissigkeitsmengen werden 0,5 bis lecm der 
Fliissigkeit in den Hauptraum und 0,2ccm Séure in das AnsatzgefaS 
gebracht. Die Anderung der Anordnung ist hier durch die kleine Menge 
der zu untersuchenden Fliissigkeit und die geringen manometrischen Aus- 
schlage bedingt. 

Bringt man namlich die 10mg Fliissigkeit in den Hauptraum, so 
miissen sie, um ein Einkippen zu ermdglichen, auf etwa 0,5 ccm aufgefiillt, 
also auf das 50fache verdiinnt werden, was eine Steigerung der Dissoziation 
der Alkaliproteinate bewirkt. Ferner macht sich die Anderung der Léslich- 
keit der Gase, die bei der Ansiuerung der Fliissigkeit eintritt und die sonst 
wegen ihrer Geringfiigigkeit vernachlassigt werden kann, hier bei den ge- 
ringen Ausschlaigen doch geltend. SchlieBlich spielt die Alkalitét des Glases 
bei der Ansaéuerung der groBen Oberfliche des HauptgefaiBes eine Rolle. 
Die genannten Umstiéinde bewirken gleichsinnig eine Druckzunahme, 
welche nicht durch die aus dem Bicarbonat des verfliissigten Kulturmediums 
entwickelte Kohlensiure bedingt wird. Diese Fehlerquellen werden durch 
die oben beschriebene Anordnung vermieden. 
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Verwendung von 10 bis 20 cmm Fliissigkeit iiberschritt der Messungs- 
fehler nicht 7 Proz. (Protokoll 1). Da ein Stiick Sarkomgewebe von 
0,01 bis 0,02 mg Trockengewicht etwa 2 bis 2,5 mg des Kulturmediums 
verfliissigt, so geniigen vier bis fiinf Kulturen, um brauchbare Messungen 
zu erhalten. ist der Kohlenséuredruck im KulturgefiB bekannt (wie 
z. B. bei den unten beschriebenen Durchstrémungsversuchen), so 
kann aus der Kohlensdurekonzentration und dem _ Bicarbonatgehalt 
‘des verfliissigten Mediums das pq in der Umgebung der Explantate 
nach der Henderson-Hasselbalchschen Formel berechnet werden. 


2. Milchsadurebestimmung. 


Zur Bestimmung der durch den Stoffwechsel der Explantate 
gebildeten Milchsiure wurden 15 bis 20 Sarkomstiicke in einer mit 
etwa lccm Nahrmedium beschickten groBen Carrelschale implantiert 
und bei 38° im Brutschrank gehalten. Nach 18 bis 24 Stunden wurden 
die Sarkomexplantate aus dem verfliissigten Kulturmedium heraus- 
gehoben, in destilliertem Wasser gespiilt, getrocknet und gewogen 
(wobei das Gewicht der frei schwimmenden Zellen unberiicksichtigt 
blieb). Das Koagulum wurde von der Schale abgelést, mit Wasser 
versetzt, etwas erwairmt, ausgespiilt und die Milchsiure nach Clausen’) 
bestimmt. Die Differenz mit dem Milchsiuregehalt der Kontrolle 


(dasselbe Kulturmedium mit abgetétetem Gewebe oder ohne solches, 
wahrend der gleichen Zeit im Brutschrank gehalten) ergab die Milch- 
siurebildung der Gewebsstiicke. 


3. Glucosebestimmung. 
Die Glucose wurde nach Jensen-Hagedorn*) bestimmt. 


Um die Konzentration der Glucose in der Umgebung der Explantate 
zu messen, wurde die Fliissigkeit wie bei der Bicarbonatbestimmung 
aus der Verfliissigungszone entnommen, doch war eine gréBere Menge, 
also auch eine gréBere Anzahl von Kulturen, zu einer Bestimmung 
erforderlich. 


Der Verbrauch der Glucose durch die Gewebsstiicke konnte, wie 
bei der Milchsiurebestimmung, durch Messung des Glucosegehalts im 
gesamten Kulturmedium und Wagung der Explantate festgestellt 
werden °). 


1) Journ. Biol. Chem. 52, 263, 1922. 

®) Diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 

8) Zuckerbestimmungen in Deckglaskulturen sind von A. Krontowski 
und J. Bronstein ausgefiihrt worden. Arch. f. exper. Zellforschung 8, 
32, 1926. 
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4. Manometrische Messung des Stoffwechsels von Sarkom- 
explantaten’), 


Die manometrische Messung des Stoffwechsels der aus dem Kultur- 
medium herausgehobenen Explantate wird genau so wie an Gewebs- 
schnitten?) vorgenommen. Ich benutzte die oben beschriebenen kleinen 
ManometergefaBe, deren Volumen etwa 4,5ccm und deren Gefab- 
konstante Keo, etwa 0,4 betrigt, so daB geniigend genaue Werte. 
mit etwa 0,3 mg Gewebe erhalten werden kénnen. 

Die bei Sarkomkulturen gefundenen Werte fiir die Glykolyse und 
deren Beeinflussung durch die Atmung stimmen iiberein mit den Héchst- 
werten, die an Schnitten von frisch entnommenem Gewebe gewonnen 
wurden®*) (Protokoll 4, 1). 


5. Der Stoffwechsel in Carrel-Kulturen, 


Sarkomexplantate kénnen, wegen der rasch eintretenden zirkuliren 
Verfliissigung des Kulturmediums, ohne anhaftendes Koagulum heraus- 
gehoben und gewogen werden, wihrend bei normalem Gewebe, z. B. 
Fibroblastenkulturen, das Explantat und die ausgewachsenen Zellen 
mehr oder weniger fest im Plasmagerinnsel haften, so daB eine quantitative 
Messung auf erhebliche Schwierigkeiten stéBt. Giinstiger liegen die 
Verhiltnisse beim Epithel, das in einer zusammenhingenden Schicht 


an der Oberfliche wichst, doch habe ich mich hier hauptsichlich auf 
Messungen in Sarkomkulturen beschrankt. 


Die Milchsaéurebildung der Sarkomexplantate in gewéhnlichen 
Carrel-Kulturen, unter aeroben Bedingungen, betrug im Durch- 
schnitt 3 Proz. ihres Trockengewichts pro Stunde. Schnitte von 
Roussarkom, die man in Serum bewegt, bilden pro Stunde etwa 
8 Proz. ihres Gewichts an Milchsiure bei einem Glucosegehalt von 
0,2 Proz. und einer Bicarbonatkonzentration des Serums von 
2,5 .10-? Mole/Liter*). Der Glucosegehalt meines Kulturmediums 
war ungefihr der gleiche (0,2 bis 0,25 Proz. im Plasma, 0,12 Proz. im 
Embryonalsaft), die Bicarbonatkonzentration niedriger, namlich 
1.8.10-2 bis 1,3.10-* Mole/Liter. Der kleinere Bicarbonatgehalt 


1) Manometrische Messungen der Atmung von Explantaten von 
Kaltbliitergewebe haben R. Erdmann und E. Schmerl ausgefiihrt. Zeitschr. 
f. exper. Zellforschung 2, 283, 1926. 

2) Diese Zeitschr. 142, 317, 334, 1923; 152, 309, 1924; Klin. Wochen- 
schrift Nr. 12, 1925. 

3) O. Warburg, diese Zeitschr. 160, 307, 1925. 

*) Ebendaselbst 160, 307, 1925. MiSt man die Glykolyse der Sarkom- 
kulturen im bewegten Serum (oder Ringer), so erhailt man etwa die 
gleichen Werte wie bei den frischen Gewebeschnitten; vgl. Prot. 4, I. 
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des Kulturmediums bedingte eine kleinere Girung'), doch reichte 
dieser Umstand allein nicht aus, um die Verminderung der Garung 
von 8 auf 3 Proz. zu erkliren. 

Die kleinere Garung der Explantate hingt vorwiegend mit Ver- 
armungserscheinungen zusammen, die sich infolge der langsamen 
Hydrodiffusion in der niheren Umgebung der ruhenden Gewebsstiicke 
herausbilden. Um ein Urteil iiber das Ma dieser Verarmung zu ge- 
winnen, habe ich in der Kultur Bicarbonat- und Glucosebestimmungen 
vorgenommen. Nach 48stiindigem Wachstum war die Glucose- 
konzentration im Verfliissigungshof von 0,2 auf 0,05 Proz., der Bi- 
carbonatgehalt von etwa 1,8 .10~* auf 0,5. 10~* Mole/Liter gesunken 
(s. Protokoll 2), was einem py unter 7,0 entspricht*). Dabei muB 
beriicksichtigt werden, daB die Konzentration in der ndchsten Um- 
gebung der Explantate noch geringer ist als es die in der gesamten 
Fliissigkeit gemessenen Werte zeigen. 

Aus Protokoll 3 ist der EinfluB der Bicarbonat- und Glucose- 
konzentration auf die Glykolyse zu sehen; bei einem Bicarbonatgehalt 
von 0,5 . 10-2 Mole/Liter und einer Glucosekonzentration von 0,05 Proz. 
sinkt die Glucosespaltung um 35 Proz. 

Es folgt daraus, daB die Explantate in der Kultur verhaltnismaBig 
frih unter Bedingungen kommen, die den Stoffwechsel hemmen, und 
dieser Umstand erklirt, daB in Serum bewegte Tumorschnitte mehr 
Milchsaure bilden als die in der Kultur unbeweglich liegenden Gewebs- 
stiicke. Daher kénnen die oben beschriebenen Bestimmungen wohl 
zur Beurteilung und zum Vergleich des Zustandes von Kulturen 
herangezogen werden, sie diirfen aber nicht als Messungen des 
Gewebestoffwechsels gelten. 


III. Anaerobes Wachstum. 
1. Versuchsanordnung. 


Die KulturgefiBe hatten die Form kleiner Carrelschalen (Abb. 3). 
Auf dem Boden des GefaiBes wurde das Kulturmedium — Plasma und 
embryonaler Gewebssaft zu gleichen 
Teilen — in einer etwa 0,4 mm dicken ' ~~ 
Schicht ausgebreitet und das Gewebs- ; 
stiick (von etwa 0,01 bis 0,02 mg Abb. 3. 
Trockengewicht und 1 qmm Flache) implantiert. Die Schale miindete 
in ein Gaszuleitungs- und Ableitungsrohr. Ich durchstrémte die 
GefiBe mit Gasmischungen verschiedener Zusammensetzung, zog 


a 


1) Diese Zeitschr. 152, 313, 1924. 

2) Auch die Umgebung der Fibroblastenkulturen und Herzexplantate 
wird saurer, allerdings in viel geringerem MaBe als die der Sarkome 
(Protokoll 2). 
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das Ableitungsrohr zu einer Kapillare aus, setzte die Durchstrémung 
fort, schmolz dann das GefaiB beiderseitig zu und hielt es 48 Stunden 
im Brutschrank. Um Zellbewegungen und Zellteilungen auch mit 
stirkeren VergréBerungen beobachten zu kénnen, verwandte ich einige 
Schalen, deren Boden aus einer angeschmolzenen, diinnen planparallelen 
Quarzplatte bestand. 

Die Transplantation der frei in dem Verfliissigungshof schwimmen- 
den Sarkomexplantate aus diesen GefaiBen ist leicht, dagegen macht 
das Ausschneiden der Explantate normaler Gewebe bei der Uber- 
pflanzung ziemliche Schwierigkeiten; es wurde daher noch eine andere 
Anordnung benutzt, die der von Okamoto") beschriebenen gleicht. 

Eine offene Deckglaskultur 
wurde in eine Schale gelegt (die 
Abb. 4 veranschaulicht), die Schale 
zwischen zwei mit Ringerlésung 
gefiillte Kolben geschaltet und 
wihrend der ganzen Versuchsdauer 
mit Gas durchstrémt. So bequem 
diese Anordnung ist, macht das 
Vorhandensein von Schliffen (auch die Verbindung mit dem Kolben 
muBte durch Schliff oder Vakuumschlauch hergestellt werden) ihre 
Verwendung fiir streng anaerobe Versuche unbrauchbar. 





Abb. 4. 


2. Entfernung, Nachweis und Bestimmung von Sauerstoff. 


Zur Herstellung anaerober Bedingungen benutzte ich ein Gas- 
gemisch, das 5 Vol.-Proz. Kohlensiure und 95 Vol.-Proz. Stickstoff 
enthielt. Da in dem kiauflichen Stickstoff 0,4 bis 0,7 Vol.-Proz. Sauer- 
stoff vorhanden sind, wurde das Gas, um es von Sauerstoff zu befreien, 
durch ein etwa 1m langes Quarzrohr, das mit Kupferspinen, die bis 
zur Rotglut erhitzt wurden, gefillt war, geleitet; zwischen das Rohr 
und das VersuchsgefiB war eine Kiihlschlange und ein Kolben mit 
Ringerlésung oder Wasser geschaltet. 

Der Sauerstoffgehalt der Gasmischung wurde durch Schiitteln mit 
Manganohydroxyd bestimmt. Das Verfahren ist urspriinglich von 
Winkler?) zur Bestimmung von in Wasser geléstem Sauerstoff an- 
gegeben worden und beruht im Prinzip darauf, daB Manganohydroxyd 
durch den in Wasser gelésten Sauerstoff zu manganiger Siure oxydiert 
wird. Der aufgenommene Sauerstoff wird bestimmt, indem man die 
manganige Saéure mit Salzsiure und Kaliumjodid versetzt und das 


1) J. Okamoto, diese Zeitschr. 162, 52, 1925. 
2) Treadwell, Kurzes Lehrb. d. analyt. Chem. 2. Bd., 668, 1922; B. 


Ber. 21, 1888. 
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ausgeschiedene Jod titriert. Die Methode ist von Terry Hand') zur 
Bestimmung von atmosphirischem Sauerstoff angewandt und von 
O. Warburg auf folgende Weise modifiziert worden. 

Eine Glaskugel von 1000 cem Inhalt miindet in ein Gaszuleitungs- 
und Ableitungsrohr, die durch je einen Hahn verschlieBbar sind, und 
ist mit drei eingeschliffenen AnsatzgefaBen von je 15 cem Inhalt ver- 
sehen (s. Abb. 5). In die Kugel werden etwa 40 ccm einer 0,13 proz 
NaOH-Lésung gefiillt, in die An- 
satzgefaBe kommen 65 mg MnCl, OY 


15mg KJ und 08g KH SO, in f 
Substanz. ai 


Das GefiB wird evakuiert, 
mehrere Stunden mit dem Gas- 
gemisch durchstrémt und _ ver- 
schlossen. Durch Drehung der An- 
satzbirnen und Neigung des GefaiBes wird das MnCl, und KJ in der 
Natronlauge gelést und dann das Gefa6 kriiftig geschiittelt. Den sich 
bildenden Niederschlag 148t man absitzen und sauert dann durch Ein- 
kippen des primiren Sulfats an. Das ausgeschiedene Jod wird, nach 
Zusatz von einigen Tropfen Starkelésung, mit n/100 Natriumthiosulfat 
im GefaB titriert. 0,003ccm Sauerstoff in 1000ccm Stickstoff 
(3 . 10~* Vol.-Proz.) sind noch titrierbar; kleinere Mengen kénnen nach 
Terry Hand kolorimetrisch bestimmt werden, so daB noch 1,5 Teile 
Sauerstoff in 10’ Teilen eines Gases nachzuweisen sind. 

Inder Leerkontrolle (Bestimmung des Sauerstoffs in dem evakuierten 
GefaB) ist kein meBbarer Sauerstoff vorhanden. 

Die Verwendung der Reagenzien in Substanz statt in Lésung 
gibt der Apparatur und deren Handhabung den Vorzug gréBerer Ein- 
fachheit und Sicherheit. 

Der Gehalt meines Gasgemisches an Sauerstoff betrug etwa 
2 .10~* Vol.-Proz. Sauerstoff. Da das Volumen eines zugeschmolzenen 
GefiBes etwa 20 ccm war, so enthielt der Gasraum etwa 4 . 10~* cmm 
Sauerstoff. Zwei Gewebsstiicke von 0,01 mg Trockengewicht wiirden 
bei normaler Atmung etwa 15.10~2cmm Sauerstoff in der Stunde 
verbrauchen [7 bis 8 cmm pro Milligramm und Stunde?)]}; der Sauerstoff 
im Gasraum des KulturgefiBes kénnte also die Atmung der Explantate 
nur fiir Minuten unterhalten. Ob man nun annahm, daB diese kleine 
Sauerstoffmenge bei normaler Atmung schnell oder bei verminderter 
Atmung langsam verbraucht wurde, sicher war, daB bei2 . 10~* Vol.-Proz. 


x7 


1) P.G. Terry Hand, Journ. Chem. Soc. London 128, 257: 
Chem. Centralbl. 1924, I, 365; Rideal und Burgess, Analyst 34, 193. 
2) Diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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1922: 


3, 22; 
3 
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Sauerstoff nur ein ganz verschwindender Bruchteil des Energiebedarfs 
durch die Atmung gedeckt werden konnte. 

In spateren Versuchen habe ich den Sauerstoffgehalt in den Kultur- 
gefaBen noch weiter zu vermindern gesucht, soweit das mit den heute 
zur Verfiigung stehenden Mitteln méglich war. 

Um Stickstoff von Verunreinigungen durch Sauerstoff zu befreien, 
leitete Strutt!) Stickstoff durch ein mit Phosphor gefiilltes Rohr und 
sah in dem Ausbleiben des Leuchtens am distalen Ende des Rohres 
eine Gewahr dafiir, daB die Sauerstoffabsorption vollstandig und das 
Gas sauerstofffrei war. Ein noch empfindlicherer Nachweis von Sauer- 
stoffspuren ist nach Strutt und Comte*) der Nebel, den der Phosphor 
in Gegenwart von Sauerstoff bildet; nach einer Zusammenstellung 
von Heyne*) ist es die empfindlichste Reaktion auf Sauerstoff und 
zeigt noch einen Sauerstoffgehalt von 1 . 10~° Proz. an. 

Um also den noch im Gasraum und Kulturmedium vorhandenen 
Sauerstoff zu absorbieren und gleichzeitig einen direkten Nachweis fiir 
das Vorhandensein von Sauerstoffspuren zu haben, verfuhr ich folgender- 
maBen. Ich durchstrémte die KulturgeféBe mit der Gasmischung 
wie vorher, brachte aber vor dem Abschmelzen der Réhren eine Stange 
frisch geschmolzenen, weiBen Phosphors in die GefiBe (so daB der 
Phosphor das Kulturmedium nicht beriihrte) und schmolz dann zu. 
Bald nach dem Zuschmelzen war das Leuchten des Phosphors ver- 
schwunden und der leichte Nebel, der sich anfangs gebildet hatte, 
legte sich; ein Beweis dafiir, da8 der Sauerstoffgehalt unter 10~° Proz. 
gesunken war. Wurden die GefaiBe gedffnet, so leachtete der Phosphor 
wieder auf und es trat starke Nebelbildung ein. 


3. Anaerobes Wachstum der Sarkomexplantate. 


Die Kulturversuche zeigten, daB das Roussarkom in 2 . 10~‘ Vol.- 
Proz. Sauerstoff 48 Stunden lang wachsen kann: d. h. das feste Kultur- 
medium wurde von dem Gewebsstiick tief verfliissigt, mit scharfem 
wie ausgestanztem Rande, Zellen emigrierten, wuchsen aus dem Stiick 
heraus und teilten sich. Wurden die Gewebsstiicke nach Ablauf von 
48 Stunden in Luft auf Deckglaser iiberpflanzt, so konnten sie weiter 
geziichtet werden, Stiicke zugesetzten Muskels oder embryonalen 
Herzens wurden infiltriert. Nach 48stiindiger Anaerobiose erneut in 
anaerobe Bedingungen gebracht, zeigten die Gewebsstiicke weiterhin 
Wachstum, wenn auch langsameres als unter aeroben Verhiltnissen. 
Bei der folgenden Transplantation gingen sie ein. 


1) R. J. Strutt, Proc. Royal. Soc. A. 85, 219, 1911. 
2) Derselbe, Physik. Zeitschr. 14, 215, 1913; Comte, ebendaselbst 14, 


75, 1913. 
3) G. Heyne, Zeitschr. f. angew. Chem. 1925, Nr. 11, 8. 1099. 
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Protokoll 4 zeigt, daB neben dem Wachstum auch der Stoffwechsel 
der Explantate im Laufe der Zeit abnahm. 

Okamoto, der das Verhalten von Tumorschnitten im Serum unter 
anaeroben Bedingungen untersucht hat, fand nach mehrtigiger Versuchs- 
dauer eine nur geringe Abnahme des Stoffwechsels; so konnte er z. B. 
beim Jensensarkom nach einem 120stiindigen Verweilen in Stickstoff 
noch 75 Proz. der normalen Glykolyse messen. Der stiirkere Abfall des 
Stoffwechsels in meinen Versuchen kann wohl durch die schlechten 
Diffusionsbedingungen im festen Kulturmedium (auf die ich oben 
naher eingegangen bin) erklart werden. 

In den Versuchen, wo strengste anaerobe Bedingungen durch 
Anwendung von Phosphor hergestellt wurden, hitte das Ausbleiben 
des Wachstums nichts bewiesen, da an eine Giftwirkung der Phosphor- 
dimpfe zu denken war. Doch trat eine solche Wirkung nicht ein, 
vielmehr wuchs das Sarkom bei Gegenwart von Phosphor nicht wesentlich 
schlechter als in 2 . 10—-* Proz. Sauerstoff und konnte nach 48stiindiger 
Wirkung des Phosphors in Deckglaskulturen weiter geziichtet werden. 

In den Durchstrémungsversuchen (in kleinen Carrelschalen oder 
in den oben beschriebenen GefiBen) wuchs das Sarkom bis zu 4 bis 
5 Tagen (eine bis zwei Transplantationen). 

Die geschilderten Versuche beweisen, daB das Roussarkom temporir 
anaerob wachsen kann. 


4. Anaerobes Wachstum normaler Gewebe. 


Die Abhangigkeit des Wachstums vom Sauerstoffdruck ist von 
Burrows') an Explantaten von frisch entnommenen embryonalen Herzen 
und Haut untersucht worden. Er fand, da®B die Fiahigkeit des 
anaeroben Wachstums mit dem Alter abnihme: wahrend Herzstiicke 
vier- bis fiinftagiger Hiihnerembryonen in ,,reinem Stickstoff‘‘ wuchsen 
und sogar mehrere Stunden pulsierten, blieb das Wachstum von Herzen 
zehntatiger Embryonen vollstandig aus. 

Diese Beziehungen zwischen dem Alter der Gewebe und deren 
anaerobem Wachstum konnte ich bestitigen; allerdings trat auch bei 
Herzen 4 bis 5 Tage alter Embryonen unter meinen streng anaeroben 
Bedingungen (mit Phosphor) kein oder nur auBerst geringes Wachstum 
ein (vereinzelte kurze Sprossen); bei 2 . 10~* Vol.-Proz. Sauerstoff aber 
war der Unterschied zwischen dem Wachstum jiingerer und Alterer 
Herzen unverkennbar; so war z. B. bei fiinftagigen Herzen das Aus- 
wachsen von Fibroblasten deutlich zu beobachten, wihrend bei zehn- 
tigigen das Wachstum vdllig unterblieb. DaB die Explantate durch 


1) Burrows, Amer. Journ. Physiol. 48, 13, 1913; 68, 1924.; Proc. Soe. 
Exp. Med. 28, 133, 1921. 
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das Durchstrémen und Zuschmelzen (Druck, Temperatur, Verdunstung) 
nicht wesentlich geschidigt sein konnten, bewiesen die in Sauerstoff 
angestellten Kontrollen. Frisch explantierte Herzstiicke pulsierten 
meist mehrere Tage, das Wachstum von Fibroblastenkulturen war so 
gut wie in den Deckglaskulturen, zuweilen schien es auch etwas rascher. 


Von den Herzen fiinf- und zehntitiger Embryonen wurden Fibro- 
blastenkulturen angelegt, mehrere Wochen iiberpflanzt und dann 
unter anaerobe Bedingungen gebracht. Zwischen den Abkémmlingen 
jiingerer und ilterer Herzen war nun kein Unterschied mehr wahr- 
zunehmen. Sie wuchsen besser als das fiinftagige Herz und trieben 
auch meist unter streng anaeroben Bedingungen vereinzelte, zuweilen 
recht lange Sprossen; eine dichte Wachstumszone trat aber nie auf, 
und ihr Wachstum lieB sich nicht mit demjenigen der Sarkome ver- 
gleichen. 

Von Geweben erwachsener Tiere seien hier Milz und Biutzellen 
genannt. Die Milz zeigte unter anaeroben Bedingungen geringe Zell- 
emigration und ab und zu vereinzelte fibroblastenihnliche Sprossungen. 
Monocyten habe ich nur in Durchstrémungsversuchen untersucht. 
Sie waren gegen Sauerstoffmangel nicht empfindlicher als Fibro- 
blasten und gaben zuweilen das bekannte Bild der Umwandlung in 
fibroblastenihnliches Gewebe. 


IV. Wachstum in glucosearmem Medium. 


Wenn es die Glucose ist, auf deren Kosten das Sarkom bei Ab- 
wesenheit von Sauerstoff wachsen kann, so wird das anaerobe Wachstum 
in glucosefreiem Kulturmedium ausbleiben. Zur Priifung dieser Frage 
habe ich den Zucker aus dem Plasma und dem embryonalen Gewebssaft 
durch Dialyse weitgehend entfernt und den EinfluB der Dialyse auf 
das Wachstum untersucht. 


Plasma und Embryonalsaft wurden in sterile, nach den Angaben 
von Lundsgaard') hergestellte Kollodiumhiilsen von 0,5 bis 1,0 ccm 
Inhalt mit EinschlieBung einer Luftblase gefiillt und unter langsamem 
Wiegen*) der Hiilse und Riihren der AuBenfliissigkeit in Eis bei 0 bis 2° 
gegen Ringerlésung 8 bis 24 Stunden dialysiert. Die Ringerlésung — 
etwa 2 Liter —, mit dem Bicarbonatgehalt des Serums und einem 
Zusatz von primirem Natriumphosphat (etwa 0,005 Proz.), wurde alle 
2 Stunden erneuert. 


') C. Lundsgaard wid A. Holbgsil, Journ. Biol. Chem. 68, 439, 1926. 
*) Rasches Schiitteln setzt nach Carrel die wachstumsférdernde 
Wirkung des embryonalen Gewebssaftes stark herab. 
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Nach achtstiindiger Dialyse betrug der Glucosegehalt des aus 
den dialysierten Komponenten hergestellten Mediums etwa 0,007 Proz. 
(gemessen nach Jensen-Hagedorn). Wurden Gewebsstiicke, annihernd 
von der GréBe der gewéhnlichen Explantate, in dieses dialysierte 
Medium gebracht') und ihr Stoffwechsel nach O. Warburg mano- 
metrisch gemessen, so ergaben sich geringe, kaum meBbare Glykolyse- 
werte (Protokoll 5). Setzte man dem dialysierten Medium Glucose bis 
zu einer Konzentration von 0,2 Proz. zu, so war der Stoffwechsel darin 
wieder normal, ein Peweis dafiir, daB eine den Stoffwechsel der Gewebe 
beeintrachtigende Schidigung des Mediums durch die Dialyse nicht 
aufgetreten war (Protokoll 5). 

Der Glucosegehalt des 24 Stunden lang dialysierten Mediums 
betrug etwa 0,005 Proz. 

In diesem glucosearmen Medium wurden Stiicke von Roussarkom 
implantiert. Als Kontrolle diente neben dem genuinen Medium das 
dialysierte, dessen Zuckergehalt durch Zusatz von Glucose auf 0,2 Proz. 
(die Zuckerkonzentration des Hiihnerserums) gebracht worden war. 

Der Sauerstoffgehalt im Gasraum variierte zwischen 95 Vol.-Proz. 
und 2.10~4 Vol.-Proz., die Kohlensiurekonzentration betrug in den 
zugeschmolzenen oder durchstrémten GefiBen 5 Vol.-Proz. 

Die Ergebnisse waren je nach dem Sauerstoffgehalt und der Dauer 


der Dialyse verschieden. 


f 


Nach achtstiindiger Dialyse: 


In 95 Proz. Sauerstoff: bei 0,007 Proz. Glucose gehemmtes aber 
deutliches Wachstum; ©,2 Proz. Glucose, Wachstum wie im 
genuinen Medium. 
In 0,4 Proz. Sauerstoff: bei 0,007 Proz. Glucose vollstandige 
Wachstumshemmung; bei 0,2 Proz. Glucose Wachstum fast 
wie im genuinen Medium (zirkumskripte Verfliissigung, 
Emigration und am Rande herauswachsende Zellen). 
In 2 . 10~4 Sauerstoff: bei 0,007 Proz. Glucose vollstandige Wachs- 
tumshemmung; bei 0,2 Proz. Glucose sparliche Zellemigration, 
kein Wachstum. 
Nach 24stiindiger Dialyse fand im allgemeinen im dialysierten 
Medium ohne Zuckerzusatz auch in Sauerstoff kein Wachstum statt. 

Den EinfluB der Glucosekonzentration veranschaulicht folgender 
Versuch, der mit einer gréBeren Reihe von Deckglaspraparaten an- 
gestellt wurde. 


') Es wurde hier, wegen der beim Schiitteln des Plasmas eintretenden 
Gerinnung, statt des Plasmas Serum genommen. 
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Nach 24stiindiger Dialyse: 





Wachstum der Explantate 
nach 48 Stunden 


Circum: 
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\ 
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Fibroblastenkulturen verhielten sich den Sarkomkulturen insofern 
ahnlich, als auch hier das Wachstum im glucosearmen Medium geringer 
war und in einem Medium mit einem Glucosegehalt von 0,005 Proz. 
ganz oder nahezu ganz ausblieb. Doch war, im Vergleich mit Sarkom, 
der Einflu8 des Glucosezusatzes auf das Wachstum geringer und un- 
regelmaBiger. 

Aus den Versuchen folgt, daB in 95 Proz. Sauerstoff Wachstum 
noch bei niederer Glucosekonzentration (0,007 Proz.) méglich ist, aber 
bei weiterer Herabsetzung des Glucosegehalts schlieBlich ganz aufhért. 
Bei 0,4 Proz. Sauerstoff geniigen dagegen auch 0,007 Proz. Glucose 
nicht mehr, um das Wachstum aufrechtzuerhalten. Sowohl in 95 Proz. 
als auch in 0,4 Proz. Sauerstoff kann der Zusatz von Zucker fiir kurze 
Zeit die Wachstumsbedingungen des Sarkoms im genuinen Medium 
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erzeugen. Man erkennt daraus die Bedeutung der Glucose fiir das 
Wachstum, die — zum mindesten fiir kurze Zeiten — wichtiger fiir 
das Wachstum ist als alle iibrigen dialysierbaren Substanzen. 

Dies gilt nicht fiir sehr niedrige Sauerstoffdrucke. In 2 . 10~* Vol.- 
Proz. Sauerstoff erzeugt Zusatz von 0,2 Proz. Glucose nicht die Wachs- 
tumsbedingungen des genuinen Kulturmediums, vielmehr scheint es, 
daB fiir streng anaerobes Wachstum noch eine andere dialysierbare 
Substanz notwendig ist. 

V. Hefe. 

Anaerobes Wachstum und seine Beziehung zur Zuckerspaltung ist 
am friihesten und eingehendsten an Hefezellen untersucht worden, 
deren Verhalten mit demjenigen der Tumoren groBe Ahnlichkeit zeigt. 
Es schien daher von Interesse, das anaerobe Wachstum der Hefe mit 
der Anaerobiose des Roussarkoms unter denselben Bedingungen zu 
vergleichen. 


Das Carrelsche Kulturmedium wurde durch Bierwiirzeagar ersetzt, 
das Roussarkom durch Reinkulturen von Hefen (eine Portweinhefe, 
ein Saccharomyces cerevisiae und eine untergirige Bierhefe'); im 
iibrigen geschah alles wie bei den Gewebsversuchen. Das Wachstum 
der Hefe*) in 0,4 Vol.-Proz. Sauerstoff war ebensogut wie in Luft oder 
100 Vol.-Proz. Sauerstoff. Dagegen zeigte sich beim Ubergang zu 


2. 10-4 Vol.-Proz. Sauerstoff eine sehr erhebliche Wachstumshemmung. 
Das Roussarkom ist also, wenn wir das Wachstum in kurzen Zeiten 
ins Auge fassen, zum mindesten nicht empfindlicher gegen Sauerstoff- 
mangel als die Hefe. 
VI. Protokoile. 


Protokoll 1. 


Bicarbonatbestimmung in groBen und kleinen Fliissigkeitsmengen. 





GefaBvolumen v = 20,34 v = 472 v= 45 
03 ccm 0,9 proz. Na Cl-Lésung 
0.2 ccm n/100 Weinsaurelésung 
. 0.2 ccm 4proz. Citronensiure 12,83mg Serum 10.8 mg Serum 
GefaBkonstante Keo == 1.9 Keo = 0,44 Keo = 0,41 
sU2 2 2 


Im Hauptraum 0.5ccm Serum 


Druckanderung n. Ent- 

wicklung der Kohlen- 

Dts + s & «a. a + 94.5 mm + 9.5 mm + 8.5 mm 
emm Bicarb. pro 1 ecm 

ns s 6 ew 8s 347 cmm 325 cmm 324 cmm 


!) Bierwiirzeagar und die Hefekulturen verdanke ich der Liebens- 
wiirdigkeit von Herrn Dr. Haehn, Institut f. Garungsgewerbe, wofiir ich 
ihm auch an dieser Stelle meinen Dank sage. 

*) Bei einer Temperatur von 18 bis 30°C. 








398 F. Wind: 


Protokoll 2. 


icarbone stimmung im verfliissigten Kulturmedium. 
Bicarbonatbesti ng verfliissigten Kulturmediu 





Gewebe: . . 
, Embr. Herz Fibroblasten- Roussarkom- 
1. Passage kulturen kulturen 
nach: 48 Stdn. 48 Stdn. 48 Stdn. 
Temperatur 15,7° 225° 225° 
GefaBvolumen . . v 4,72 v 4,72 v 45 


Im Hauptraum: 


0,9proz, NaCl-Lsg. 0,3 cem 


0,3 eem 0.3 cem 


n/100 Weinsaurelsg. 0.2 , OF 0,2 
Fliissigk. i. Ansatz 22,9 mg 29,4 mg 13,3 mg 


043 Keo, 


GefaiBkonstante Keo, = 944 Keo, 


Druckanderg, nach 
Entwicklung der 


Kohlensaéure + 5mm 


11,5 mm + 19mm 


emm Bicarb. pro 


leem Fliissigkeit 220 emm 280 emm 150 cemm 


Protokoll 3. 


Roussarkom- 
kulturen 


60 Stdn. 


18,3° 
v 45 


0,3 com 
0,2 
14 mg 


04 Keo, = 04 


+ 35 


100 emm 


EinfluB der Bicarbonat- und Zuckerkonzentration auf die Glykolyse. 


Frisch entnommenes Roussarkom wurde in Stiicke von der GréBe gewéhn- 


licher Explantate zerschnitten. 





Tempemty wc ct ce ett tee ee 37,5° 

: : { *p= 0,5 (Ringerlsg.) Up 
in. as of ke wk ihe v= 42 
ee ee ee ee Keo, = 0,4 


0,5.10-2 mol. 
0,0055 Proz. 
0,47 mg 


Bicarbonatkonzentration ....... 
EN SELTF TT O CLOTS 
Gewicht der Gewebssticke ........ 


Beobachtete 
Druckanderung 
in 30 Min. j 


Gasraum 
5 Proz, CO, in O, 


+ 105mm 


Beobachtete 
Druckanderung 
in 30 Min. 


+ 225 mm 


Gasraum 


5 Proz. CO, in Ny Beobachtete | 


Druckanderung + 18mm 
in 30Min, | 
N ; 
Qcb, so eS ® 8" <6 6 OO" oe Ore oe + 30 


37,5 
== 0,5 (Ringerlsg.) 
VG = 4,00 
Keo, = 038 
2,5.10-2 mol 
0,2 Proz. 
0,63 mg 


+ 22.5 mm 


+ 37 mm 


+ 36 mm 


+ 46 





ne 
~ 





Stoffwechsel von Gewebsexplantaten. 


Protokoll 4. 


Stoffwechsel des Roussarkoms nach 48stiindigem aeroben und anaeroben 
Wachstum. 
In 1: Die Explantate befanden sich 48 Stunden in Q,. 
In 2: Die Explantate befanden sich 48 Stunden in N,. 


Der Stoffwechsel wurde in Ringerlésung gemessen. Bicarbonatkonzentration 
2,5.10-2mol. Glucosekonzentration 0,2 Proz. 


«0 





Temperatur 
Volumina 
GetaBkonstante 


Gewicht der Explantate 
Zahl der Explantate 


Beobachtete 


Gasraum 
5 Proz CO in O Druckanderung 
5 3 2 in 30 Min. 


Beobachtete 


Gasraum ad 
5 Proz. CO, in N, Druc kanderung 
. 2 in 30 Min. 


No 
cd, 


Protokoll 5. 
Glykolyse des Roussarkoms im dialysierten Medium (Serum und embryo- 
naler Gewebssaft zu gleichen Teilen.) 
Nach siebenstiindiger Dialyse betrug die Zuckerkonzentration 0,007 Proz. 
(Bestimmung nach Jensen-Hagedorn). 
Frisch entnommenes Roussarkom wurde in Stiicke von der GréBe der 
Explantate zerschnitten (etwa 0,02 mg Trockengewicht). 
In 1: Dialysiertes Medium. 
In 2: Dialysiertes Medium mit Zuckerzusatz. 





1 2 
ee ae a a ae ee 37,5 375° 
Pn «6 6s ee we Gee eee ee wD Ps 4.2, v; = 0.5 v,: 4.0, Up 0.5 
SSP OSTCL CCE LES COT Koo, 0.4 Keo, ° 0,38 
0,007 Proz. 0.2 Proz. (Zusatz 

von 0,025 ccm 5,6 proz 
Glucose) 
Gewicht der Gewebsstiicke. ......... 0,84 mg 0.S2 mg 
Zahi der Gewebsstiicke. . ......+6--. 41 40 


Glucosekonzentration . 


Beobachtete 


Gasraum > 
" : Druckanderung 
5 Proz. CO, in O, . . 
=~ in 15 Min. 


14.5 mm 


Beobachtete 
Druckanderung + 4.5 mm 47,0 mm 
Gasraum in 30 Min. 


5 Proz, CO, in Ny Beobachtete 
Druckaénderung + 3,5 mm . 47,5 mm 
in 30 Min. 


Ny ' 
BR Sa Wie ach oa 6 Se Tile 44 








Uber Potentialdifferenzen am Apfel. 


Von 


Ludwig Jost. 
(Aus dem botanischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1926.) 


In der Serie von Untersuchungen iiber elektrische Erscheinungen 
an Membranen, mit der Michaelis!) und seine Mitarbeiter die Physiologie 
beschenkt haben, behandelt die erste*) die Potentialdifferenz an der 
Apfelschale. Fujita legt, ahnlich wie es friiher Beutner schon tat, einen 
Apfel in eine Petrischale, die in flacher Schicht eine Elektrolytlésung 
enthilt, bohrt oben ein kleines Loch in das Fruchtfleisch und fiillt 
dieses Loch mit n/10 KCl-Lésung. Er leitet dann aus der Petrischale 
einerseits, aus dem Loche des Apfels andererseits in bekannter Weise 
ab und miBt die Potentialdifferenz mit dem Kapillarelektrometer. 
,» Wir messen somit’’ — sagt er — ,,den Potentialunterschied des Apfel- 
saftes gegen die duBere Elektrolytlésung in der Petrischale.““ Fujita 
hat nun elektromotorische Krifte von recht betrichtlicher Héhe be- 
kommen, insbesondere, wenn er die Elektrolytlésung in der Petrischale 
sehr verdiinnte, also den ,,Verletzungsstrom“ noch durch Konzen- 
trationseffekte vergréBerte; so z. B. 148 Millivolt bei n/1250 NaCl, 
161 Millivolt bei n/1250 LiCl. Er kommt zu der Vorstellung, daB 
,die homogene lipoidartige, zelljreie AuBenschicht des Apfels die Be- 
dingungen fiir die Entstehung der Potentialdifferenzen gibt‘ (S. 26). 
Die Richtigkeit dieser Vorstellung miissen wir in Zweifel ziehen. 

Die Bestatigung der experimentellen Ergebnisse Fujitas macht keine 
Schwierigkeiten. Ich arbeitete vielfach mit einem kleinen sauren Apfel 
von Pirus coronaria, der sich durch recht derbe Kutikula auszeichnet. 


Gewohnlich wurden Pinselelektroden zur Ableitung verwendet. Wie auch 
Fujita fand, ergeben die einzelnen Apfel recht verschiedene elektromotorische 


1) Michaelis, Fujita und Dokan, diese Zeitschr. 158, 159, 161, 162, 167, 
1925/26; Naturwissenschaften 14, 33. 
2) Fujita, diese Zeitschr. 158, 11, 1925. 
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Krafte. In einem Einzelfall wurden folgende Werte in Millivolt erhalten; 
positiv wird der auBere Elektrolyt; in der Héhlung befindet sich immer 
n/10 KCl. 





Differerenz 
zwischen 
—— . —— n/10 und 
n/ilOKCL n/l0NaCl n/50NaCl n/250NaCl n/1250NaCl 9/1250NaCl 


AuBenlosung 


Apfel I... .| 28 36 66 4 114 78 
,  [(spater — 64 68 100 138 74 
oo: ee Ww Cares — 78 76 124 152 74 

An einem anderen Apfel, der bisher in n/6250 NaCl liegend 100 Millivolt 
ergeben hatte, wurde unten eine ganz kleine Flichenwunde angebracht, 
die wenige Quadratmillimeter, im wesentlichen nur Epidermiszellen, ent- 
fernte, also die Kutikula durchlécherte. Sofort sank die elektromotorische 
Kraft auf 64, um im Laufe einer Viertelstunde wieder etwa den urspriinglichen 
Wert zu erreichen (108 Millivolt), Wir haben hier den negativierenden 
Effekt einer Verwundung vor uns, der bei so kleinen Verletzungen, z. B. auch 
Einstichen mit Glasnadeln, immer rasch voriiber geht’). 

In einem zweiten solchen Versuch (Apfel unten in n/1250 NaCl) war 
der urspriingliche Wert 122 Millivolt; er fiel nach Anbringung der Wunde 
auf 86 und erreichte nach einer Viertelstunde wieder 116. Nach Anbringung 
einer zweiten &hnlichenWunde 68; nach einer halben Stunde 112. Nun wurde 
eine neue, sehr viel gréBere Wunde angebracht und bewirkte ein Sinken 
der elektromotorischen Kraft auf 40; auch nach 1 Stunde ist nicht der 
urspriingliche Wert, sondern nur 98 Millivolt erreicht. 


Diese Versuche zeigen, daB nach Anbringung eines groben Loches 
in der Kutikula die elektromotorische Kraft rasch den urspriinglichen 
Wert wieder annehmen kann. Auch mit durchlécherter Kutikula kann 
man Spannungen von 120 Millivolt bekommen, und somit ist klar, 
daB zum mindesten nicht die Kutikula allein, sondern auch das itiber 
ihr liegende Apfelgewebe die Bedingungen der beobachteten Potential- 
differenzen schafft. 


Bringt man an einem Apfel oben und unten in gleicher Weise mit dem 
Korkbohrer flache Héhlungen an und fiillt beide mit n/10 KCl, so kann 
man je nach Umstanden die eine oder die andere Wunde negativ gegen 
die andere finden; es kann auch zufallig die Potentialdifferenz 0 herrschen. 
In einem Einzelfalle z. B. war eine Potentialdifferenz von — 4 Millivolt 
gegeben. Wurde jetzt die untere Héhlung in n/250 NaCl gelegt, so kamen 

+ 34 Millivolt, in n/1250 NaCl + 62 Millivolt zur Beobachtung, also 
Differenzen von 38 und 66 Millivolt gegen den urspriinglichen Zustand. 


Es 148t sich also auch dann, wenn mehr als die Kutikula, wenn 
die ganze Schale (d. h. Epidermis und Kollenchym) des Apfels zwei- 


') Da durch solche kleine Verletzungen die Messungen sehr erleichtert 
werden, da der Widerstand erheblich abnimmt, brachte ich sie meistens 
vor Beginn der Versuche oben am Apfel an und wartete dann, bis der Wund- 
effekt ausgeklungen war. 
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seitig vollig entfernt ist, ein Konzentrationseffekt erzielen, der dem 
am intakten Apfel véllig entspricht. Der von Fujita beobachtet: 
Effekt ist also von der Kutikula recht unabhdngig. 


Macht man den umgekehrten Versuch, vertieft man die einseitige 
obere Wunde so weit, daB8 sie fast bis zur unteren Schale reicht, so da 
etwa 44cm Fruchtfleisch noch erhalten bleibt, so wurde mit n/10 KCl 
gegen n/1250 NaCl nur 24 Millivolt erzielt, und nachdem die Reste des 
Fruchtfleisches entfernt waren, sank gar die Kraft auf 4 bis 8 Millivolt. 
Wird ein solcher ausgehéhiter Apfel, der unten im wesentlichen nur durch 
die Kutikula abgeschlossen ist, bei dem aber alle etwa noch innen ihr an- 
sitzende Zellen getétet sind, nun mit dem Saft gefiillt, den man aus frischen 
Apfeln mit einer hydraulischen Presse ausgepreBt hat, so konnten immerhin 
24 Millivolt festgestellt werden. Einen ahnlichen Wert (30 Millivolt) er- 
hielt ich an einem gr6éBeren Stiick durch Kochen isolierter Apfelschale, 
das ebenfalls einerseits an PreBsaft, andererseits an n/1250 NaCl an- 
grenzte. 

Wenn also das lebende Fruchtfleisch méglichst entfernt ist und 
statt seiner PreBsaft an die duBerste Apfelschale angrenzt, ist der 
Konzentrationseffekt zwar erheblich geringer, aber doch durchaus 
nicht verschwunden. Somit kénnte man leicht zu der SchluBfolgerung 
kommen, daB das lebende Parenchym des Apfels viel wichtiger fiir die 
Entstehung von Potentialdifferenzen sei als die Kutikula. 


Nun hat aber Fujita ganz besonderen Nachdruck darauf gelegt, 
daB auch nach Einwirkung von Zellgiften die Potentialdifferenzen 
unverdndert bleiben. Er hat Apfel 12 Stunden lang in Formollésung 
verschiedener Konzentration getaucht und findet den Konzentrations- 
effekt mit Salzen so groB wie am lebenden Apfel. Er hat ferner Apfel 
mit Sublimat, mit Ather,:n/l10 KOH, n/10 HCl, 70proz. Alkohol 
behandelt, endlich auch gekocht. An vier frischen Apfeln war die 
Potentialdifferenz zwischen n/10 und n/1250 KCl zu 97, 88, 107, 
100 Millivolt gefunden worden. Nach Behandlung mit 1 proz. Formol 
wurden 100, mit 10proz. Formol 91, mit Sublimat (1 prom.) 92, mit 
KOH (n/10) 101, mit HCl (n/10) 92, mit Alkohol (70proz.) 80 und 
nach Kochen 63 Millivolt gefunden. Man darf also héchstens dem 
Alkohol und der Kochhitze eine Erniedrigung der Potentialdifferenz 
zuschreiben, und man versteht, daB Fujita sagen kann: ,,Die Wirkungs- 
losigkeit dieser starken Eingriffe zeigt, daB die wirksame Membran keine 
protoplasmadhnliche Struktur haben kann‘ (S. 26). Leider fehlen die 
Einzelheiten, wie die Versuche angestellt worden sind, und vor allem 
Untersuchungen, ob die Gifte eingedrungen sind und die 7Zellen im 
Innern wirklich getétet haben. DaB diese Frage nicht miiBig ist, haben 
meine Versuche sehr deutlich gezeigt. Uber Nacht mit NaOH (n/10), 
HCl (n/10), Sublimat (lprom.) und Formol (10proz.) behandelte 
Apfel von Pirus coronaria zeigten am nichsten Morgen, vor allem 





t 
: 
’ 
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in den hypodermalen Zellen, mit 16 Proz. Kalknitrat sehr schéne 
Plasmolyse; auch in den Epidermiszellen wurde Plasmolyse beobachtet ; 
doch kann ich nicht ganz sicher behaupten, daB hier noch alle Zellen 
lebten. Scheiden also diese Zellgifte offenbar wegen zu geringer Permea- 
bilitét der Kutikula aus, so bleiben doch der Ather und Wasserdampf 
als Mittel, die rasch alle Gewebe auch in der Tiefe abtéten. Es lag 
mir nun daran, die Potentialdifferenzen an ein und de macibe nm Apfel 
vor und nach der Abtétung festzustellen. 


Konzentrationseffekt (n/1250 NaCl gegen n/10 NaCl) 
(1—4 mit Ather getitet; 5—8 gedaimpft)"). 





Apfel Nr 
1 : 4 5 


0” Eee 28 2 j 54 36 74 
ee 12 15 j 40 21 : 


Differenz: 16 - 14 15 40 


Woher es kommt, da manchmal der Konzentrationsunterschied 
durch Abtéten gar nicht geindert wird, manchmal aber nicht unerheblich 
sinkt, vermag ich nicht zu sagen. Jedenfalls ergeben aber die Versuche 
in sehr deutlicher Weise, daB der Konzentrationseffekt durch Abtéten 
nicht verschwindet. DaB aber zwischen totem und lebendem Apfel 
trotzdem elektrisch sehr grofe Unterschiede bestehen, muB auf das 
scharfste hervorgehoben werden. Der Verwundu»gseffekt, der sich im 
Negativwerden einer Wunde oder Quetschstelle‘iuBert, ist auf den 
lebenden Apfel beschriankt. Doch auch im Konzentrationseffekt ver- 
halten sie sich nicht gleich. 


Versuche an toten Apfeln. 


Konzentrationseffekt (n/1250 NaCl gegen n/10 NaCl) in Millivolt. 





Gekocht Ather getétet 


Unverletzt 
Oben Kuppe weggesc ‘hnitten 
Halfte weggeschnitten . 
Auch unten Kuppe entfernt | 
‘ber Nacht in flie8endem Wasser 


1) DaB in 4 und 8 so viel gréBere Werte (entsprechend den 8, 401 mit- 
geteilten) auftreten als in 1 bis 3 und 5 bis 8 hangt damit zusammen, daB 
4 und 8 friiher im Jahre an unreiferen Apfeln ausgefiihrt wurden. 











404 L. Jost: 


Versuche an lebenden Apfein. 


Der Einflu8 von Abtragungen oben und unten auf den Konzentrations- 
effekt ist schwer zu untersuchen, weil eben der Verwundungseffekt hier 
dazu kommt und langere Zeit braucht, bis er konstant wird. Ich beschrankte 
mich deshalb auf folgenden Versuch: An zwei Apfeln wurden médglichst 
gleiche Kuppen oben und unten abgeschnitten, so daB sie also mit Wund- 
flichen an die Ableitungsfliissigkeiten grenzten. Erst mehrere Stunden 
nach Anbringung der Wunde wurde der Konzentrationseffekt an solchen 
lebenden® Apfelstiicken ohne Schale bestimmt. 





Kozentrationseffekt in Millivolt 


1 2 
RU I so ww el ee <i ee 18 32 
co Ee ee ee 19 24 
Derselbe iiber Nacht in Wasser ....... 13 16 


Die Versuche zeigen, daB ein frischer Apfel wie ein toter auch 
ohne alle Schale einen K onzentrationseffekt geben kann. Nach Wassern 
durch etwa 12 Stunden hat das lebende Apfelgewebe diese Eigenschaft 
behalten, das tote hat sie verloren. 

Blicken wir auf die Versuche zuriick, so ergibt sich folgende Gesamt- 
auffassung. <A pfelzellsaft kann gegen n/1250 Na Cl hohe elektromotorische 
Krafte bilden, wenn er durch eine passende Membran von ihr getrennt 
wird. Als solche Membranen kommen in Betracht: 


1. die Kutikula. Es ist gezeigt, daB mit der toten Schale (an der 
zweifellos die Kutikula maBgebend ist) und PreBsaft allein eine elektro- 
motorische Kraft erzielt werden kann, die freilich kleiner ist als die 
am lebenden Apfel auftretende. 


2. die Zellmembran. Auch tote Fruchtfleischstiicke des Apfels, 
die der Kutikula beraubt sind, geben Potentialdifferenzen. Bei langerem 
Liegen in Wasser diffundiert der Zellsaft allmahlich heraus und dann 
hért diese Erscheinung auf. Auch in den Kapillaren von Filtrierpapier 
gibt ApfelpreBsaft entsprechende Werte, die freilich hier sehr viel 
rascher fallen als im Apfelgewebe. So wurden z. B. mehrfache Lagen 
von Filtrierpapier mit PreBsaft getrankt und ergaben zwischen n/10 
und n/1250 NaCl 38 Millivolt; schon nach 6 Minuten war der Wert 
auf 28 Millivolt gesunken. 


3. das Protoplasma. 1m lebenden Apfel ist der Zellsaft von Proto- 
plasma umschlossen und dieses muB die Rolle der Membran spielen. 
So ist verstindlich, daB am lebenden Apfel die Gegenwart der Schale 
fiir die Héhe der elektromotorischen Kraft gleichgiltig ist, am toten 
auf die Dauer nicht. 
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Dem Konzentrationseffekt an der Apfelschale hat schon Beutner') 
groBe Aufmerksamkeit geschenkt. Er hat nicht wie Fujita mit oberseits 
verletzten, sondern mit intakten Apfeln gearbeitet, und dementsprechend 
fehlt bei ihm die durch Verletzung bedingte Potentialdifferenz, die 
sich bei Fujita in allen Versuchen zu den anderen Wirkungen hinzu- 
addiert. So berichtet Beutner (S.135) itiber einen Versuch, in dem 
oben am Apfel mit m/10 KCl, unten abwechselnd mit m/l, m/10, 
m/100, m/1000 KCl abgeleitet wurde. Es wurden dabei die Werte 
8 bzw. 22, 68 und 120 Millivolt erhalten. Wurde dann ,,auf der ganzen 
unteren Halfte des Apfels die 4uBere Haut (Kutikula) abgeschilt, ohne 
irgendetwas von dem Fruchtfleisch fortzuschneiden“, so ergaben die 
gleichen Versuche 20, 11, 7, 27 Millivolt. Es betragt demnach der 
K onzentrationseffekt : 





Unverletzt Verletzt 


Zwischen m/1000 und m/l0OOK CI]. ....-:. f 20 
- aie! .. > Cee Bees “wi <* se: & am § 
m/10 Se? ata. ci ek 9 


Beutner (8S. 136) schlieBt: Der Konzentrationseffekt der verletzten 


Schale ist viel geringer als der der unverletzten. ,,Der gréBere Kon- 
zentrationseffekt wird also nur durch eine diinne, oberflaichliche Schicht 
hervorgebracht, die reich an Sauren ist; nach Entfernung derselben 
stéBt man auf Schichten, die keinen so groBen Konzentrationseffekt 
zeigen, offenbar weil sie weniger Saiuren enthalten. Dies stimmt auch 
mit mikrochemischen Untersuchungen tberein.“ 


Dazu ist zu bemerken, daB die Entfernung der Kutikula .,ohne 
irgend etwas von dem Fruchtfleisch fortzuschneiden‘, technisch un- 
méglich ist. Der Bau der Apfelschale ist ja folgender: Die Epidermis 
ist eine liickenlos schlieBende Zellage, die mit Kutin tiberzogen und 
in ihrer AuBenwand und den Seitenwanden mit Kutin durchtrankt ist. 
Die Innenwand ist wenigstens bei Pirus malus kutinfrei (bei coronaria 
enthalt auch sie stellenweise Kutin). Der Epidermis schlieBen sich 
dann einige Lagen von Kollenchym an, zunichst auch noch 
ohne alle Interzellularen; diese treten dann erst weiter innen im 
Parenchym des Fruchtfleisches auf. Die durch Kochen isolierte 
Schale enthalt neben der Epidermis immer noch wenigstens eine 
Kollenchymlage. 


1) R. Beutner, Die Entstehung elektrischer Stréme in lebenden Geweben. 
Stuttgart 1920. 
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Die mitgeteilte Beobachtung ist nun fiir Beutner die Grundlage 
seiner Theorie des Verletzungsstromes geworden. Er vergleicht den 
Apfel mit der Cremerschen Nitrobenzolkette: 


; NaCl Nitrobenzol -NaCl 
der Elektrode  , mit Saure ohne Saure der Elektrode 


So wie bei dieser die stromliefernde Asymmetrie in der wasser- 
unmischbaren Membran, dem Nitrobenzol, liegt, so soll beim Apfel 
eine Differenz zwischen der ,,siurehaltigen’’ Kutikula und der siure- 
freien inneren Membran bestehen, die zur Entstehung von Potential- 
differenzen fiihrt: 

- NaCl / saurehaltige sdurefreie NaCl 
der Elektrode Kutikula §Parenchymmembran der Elektrode 


Die wichtigsten Versuche, die Beutner zur Stiitzung dieser Theorie 
ausgefiihrt hat, sind folgende: 

1. Die schon besprochenen Konzentrationseffekte und deren 
starkes Zuriickgehen nach Entfernung der Kutikula. 


2. Ein Apfel wird oben verletzt. Die Ableitung erfolgt an der 
Verletzungsstelle und in der Schale aus gleichen und gleich konzen- 
trierten Elektrolyten. Es tritt ein Verletzungsstrom auf, dessen GréBe 
anniihernd die gleiche bleibt (40 Millivolt), ob eine kleine Kuppe oder 
ein immer gréBeres Stiick des Apfels entfernt wird. .,Erst nachdem 
man das ganze Fruchtfleisch bis auf eine 1, em dicke Schicht abgetragen 
hat, sinkt die Kraft in einem wahrnehmbaren Betrag. Ist schlieBlich 
alles Fruchtfleisch bis zur inneren Seite der entgegengesetzten Schale 
entfernt, so sinkt die Krayt nahezu auf Null (S. 137). Beutner deutet 
den Versuch so: Nur die auBere Schale in sehr diinner Schicht wirkt 
als siurereiches Ol, das ganze innere Gewebe ist siurearm. Wird 
letzteres so weit abgetragen, daB die Kutikula so gut wie allein iibrig- 
bleibt, so mu8 natiirlich der Strom aufhéren, weil jetzt die gleiche 
Ableitungsfliissigkeit von innen und auBen direkt an die Kutikula 
anst6Bt und ein System */,, KCl/Kutikula/'/,, KCl keinen Strom 
geben kann. 

3. Wie Verwundung wirkt auch eine Quetschung, bei der die Kutikula 
véllig intakt erhalten bleibt. Nach Beutner (S. 142) hangt das nicht 
etwa damit zusammen, daB eine Quetschung eben genau wie ein Schnitt 
eine gewaltsame Schidigung des Gewebes darstellt, sondern damit, 
daB eine Trennung der inneren siurearmen Zellwinde von der siure- 
reichen Kutikula durch den ausgetretenen Zellsaft erfolgt. ,,Es wird 
also eine wisserige Lésung zwischen die beiden Membranen geschoben. 
Durch diese Einschaltung, die in Fig. 15, II, 8. 143 auch abgebildet 
ist, andert sich die elektromotorische Gesamtkraft notwendigerweise 
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so, daB eine Negativitat der gequetschten Stelle zustande kommt‘ 
(S. 141). Beutner stellt sich das System wohl so vor: 


KCl/Kutikula/ausgetretener Saft /siurearme Zellwand /Kutikula/K Cl 
l 2 3 4 5 6 


Da nun | und 3 annihernd gleich konzentriert sind, heben sie 
sich elektrisch auf; es ist also gerade so, wie wenn die eine Elektrode 
direkt der siurearmen Zellwand angelegt wire; sie muB also wie an 
einer Wunde und aus dem gleichen Grunde wie dort negativ werden. 


Die Beutnersche Theorie des Verletzungsstromes ist bei Héber') auch 
in der neuesten Auflage ohne Kritik referiert, und auch Michaelis*) 
(S. 182) macht keine Einwande gegen sie. Wir kénnen nicht finden, 
daB sie den Tatsachen entspricht, und haben folgendes zu ihr zu be- 
merken: 


1. DaB ein sehr ansehnlicher Konzentrationseffekt auch ohne 
Kutikula méglich ist, wurde oben schon zur Geniige ausgefiihrt; schon 
daraus folgt, daB Beutner nicht recht haben kann. 


2. Wenn wirklich die Eigenschaften der Zellhdute, der Kutikula 
einerseits, der Zellwinde des Fruchtparenchyms andererseits, die Be- 
dingungen fiir Potentialdifferenzen abgaben, dann miibte auch am 
toten verletzten Apfel zwischen glewhen Ableitungsflissigkeiten ein 
Strom auftreten — denn es ist nicht einzusehen, dab beim Absterben 
die Eigenschaften der Zellhiute sich wesentlich andern kénnten. Die 
verwendeten Abtétungsarten, Ather und kochendes Wasser, kénnen 
nur die Entfernung des Wachses auf der Kutikula bewirkt haben. Tat- 
sichlich beobachtet man an toten Apfeln durchaus keinen Verletzungs- 
strom. 


3. Benutzt man die Versuchsanordnung Beutners und bringt 
einen halbierten Apfel unten mit der intakten Kutikula in ein Schalchen 
mit n/10 NaCl und la6t in dieses auch die eine Pinselelektrode ein- 
tauchen, wihrend die andere Pinselelektrode ebenfalls mit n/10 NaC! 
oben auf der Schnittfliche ruht, so kann man Potentialdifferenzen 
von 50 Millivolt bekommen. Wird jetzt auf die Wundfliche ein diinner 
Flichenschnitt des Apfels gelegt, der im wesentlichen aus Epidermis 
mit Kutikula besteht, so zeigt sich fast die gleiche Potentialdifferenz 
von 44 Millivolt. Nach Entfernung dieses Schnittes findet man 46 Milli- 
volt. Nach abermaligem Wiederaufsetzen 44 Millivolt. Hier kann 
man nicht wie im ,,Quetschversuch“‘ behaupten, es sei der Zusammen- 
hang zwischen Kutikula und innerer Zellwand durch eine Fliissigkeit 


1) Héber, Physik. Chem. d. Zelle, 6. Aufl., 1926, S. 728. 
2) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration I, 2. Aufl., 1922, 
S. 182. 
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unterbrochen, da sich ja der kleine Flachenschnitt dem Fruchtfleisch 
dicht anpressen laBt. So zeigt der Versuch, da trotz Einschaltung 
einer K utikula in das System, die nach Beutner dieses wieder symmetrisch 
machen miiBte, der Verletzungsstrom erhalten bleibt. 

Immerhin kann man vielleicht mit Beutner sagen, daB der natiirliche 
organische Zusammenhang trotz festen Anpressens des K utikular- 
hautchens nicht erzielbar sei. Nun zeigt aber die mikroskopische 
Untersuchung einer gequetschten Stelle keineswegs immer das Bild, 
das Beutner sich von ihr gemacht hat. Nur an reifen Apfeln tritt eine 
Loslésung von Zellen, also die Einschiebung von Fliissigkeit zwischen 
Schale und Fruchtfleisch ein, und auch hier meist nicht in groBer 
Ausdehnung. An griinen unreifen Apfeln aber fand ich nach starkem 
Quetschen den Zusammenhang aller Zellwande stets erhalten. Dennoch 
ist auch hier eine starke Negativitat der gequetschten Stelle zu beob- 
achten. Will man aber auch den Schatten des Verdachtes zerstéren, 
es kénnte doch irgend eine Kontinuitatstrennung erfolgt sein, so braucht 
man nur statt zu quetschen, lokal in anderer Weise den Apfel abzutéten. 
Man richtet z. B. einen feinen Strahl kochenden Dampfes auf eine 
kleine Stelle des Apfels. Die sofort eintretende Verfirbung beweist 
das Absterben. Und eine solche Stelle ist genau so negativ wie eine 
Quetschstelle. Mikroskopisch ist aber leicht sicherzustellen, dab 
keinerlei Zelltrennungen erfolgt sind. Beutner hat also zweifellos den 
Quetschversuch nicht richtig gedeutet. Die Verletzung von Zellen. 
vermutlich das Austreten von Saft aus ihnen, spielt hier die Hauptrolle, 
und es ist ganz gleichgiiltig, ob diese verletzte Stelle direkt der Elektrode 
anliegt oder durch eine Kutikula von ihr getrennt wird. 

All das spricht gegen die Beutnersche Theorie. Im iibrigen hat 
ja Beutner den Beweis fiir die Ahnlichkeit des verletzten Apfels mit 
der Nitrobenzolkette nicht etwa in der Weise erbracht, daB er die 
von ihm supponierten Unterschiede zwischen Kutikula und Cellulose- 
wand wirklich erwiesen hat, sondern lediglich dadurch, da8 er zeigt, 
daB in beiden Fillen die Potentialdifferenzen gleich groB sind. Es 
bedarf keiner Worte, daB ein solcher Beweis schwach ist. Auch 
sprechen die Tatsachen, die iiber die Chemie der Cellulosewand 
und der Kutikula bekannt sind, deutlich genug dafiir, daB der 
Unterschied beider schwerlich in der angenommenen Richtung, ganz 


sicher nicht nur in ihr liegt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Der Konzentrationseffekt am Apfel kann unter Benutzung 
sehr verschiedener ,,Membranen“ zustande kommen. Am lebenden 
Apfel ist die wirksame Membran das Protoplasma. Am toten Apfel 
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aber zeigt sich, daB auch die Zellhiute der Parenchymzellen und die 
Kutikula solche Membranen sein kénnen. 

2. Die Beutnersche Theorie la8t den Verletzungsstrom durch 
den Unterschied zwischen der séiurereichen Kutikula und der siure- 
armen Zellwand zustande kommen; sie vergleicht den Apfel mit der 
Cremerschen Nitrobenzolkette. Es ist wenig wabhrscheinlich, daB die 
Zellwand saiurearm und die Kutikula sdurereich ist, und es laBt sich 
leicht zeigen, daB der Verletzungsstrom wohl mdéglich ist, auch wenn 
diese Asymmetrie fehlt. Nach Beutner miiBte auch am toten Apfel 
ein Verletzungsstrom auftreten, was nicht der Fall ist, wihrend ein 
Konzentrationseffekt sich hier allerdings erzielen laBt. 








Eine neve Reihe Pufferlésungen mit einem p,, 
zwischen 2,2 und 6,0. 


Von 


J. M. Kolthoff und J. J. Vieesehhouwer. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Reichsuniversitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 21. Oktober 1926.) 


1. Gewohnlich verwendet man fiir das saure pg-Bereich die Clark- 
schen Pufferlésungen'), welche aus Kaliumbiphthalat mit Salzsiure 
(pu von 2,2 bis 3,8) bzw. mit Natronlauge (py von 3,8 bis 6,0) hergestellt 
werden. Ein Vorteil ist, daB die Ursubstanz — das Kaliumbiphthalat 
ziemlich leicht rein herzustellen ist. Jedoch haben die Pufferlésungen 


besonders diejenigen, welche mit Salzsiure hergestellt werden — zwei 


Nachteile: 

a) Im py-Gebiet von 2,8 bis 2,2 kristallisiert allmahlich die Phthal- 
siure in groBen Kristallen aus, wodurch die Reaktion sich natiirlich 
nach der alkalischen Seite hip andert. Besonders in den Wintermonaten 
tritt diese Stérung schon bald nach der Herstellung der Lésungen auf. 

b) Bei Anwendung der Biphthalatpufferlésungen ist Methylorange 
als Indikator ungeeignet. Durch eine nicht aufgeklirte Reaktion 
nimmt Methylorange in den Pufferlésungen eine zu saure Farbe an, 
wodurch man bei der kolorimetrischen py-Bestimmung einen um etwa 
pu,2 zu hoch liegenden Wert findet?). 

Daher haben wir versucht, die Clarksche Reihe durch eine andere 
geeignete zu ersetzen, und haben dazu zuletzt das System primires 
Kaliumcitrat mit Salzsiure einerseits, und mit Lauge andererseits 
gewihlt. Schon S. P. L. Sérensen*) hat bei seinen grundlegenden 
Untersuchungen die Citratgemische empfohlen, und zwar stellte er die 
Lésungen aus sekundirem Natriumcitrat mit Salzsiure bzw. Lauge 
her. Eine praktische Unannehmlichkeit ist, daB man die sekundire 


1) W. M. Clark und Lubs, Journ. of Bact. 2, 1, 109, 1917; vgl. auch 
W. M. Clark, The Determination of hydrogenions. 

2) J. M. Kolthoff, Rec. Trav. chim. 45, 433, 1926. 

3) S. P. L. Sérensen, diese Zeitschr. 21, 131, 1909. 
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Natriumcitratlésung ex tempore aus Citronensiure und n Natronlauge 
herstellen muB. Wir haben uns daher bemiiht, ein reines Citrat her- 
zustellen und mit Hilfe dieses Salzes die Pufferlésungen zu bereiten 
Fiir viele Laboratorien ist es sehr bequem, die Pufferlésungen ohne 
eingestellte Saure oder Natronlauge herzustellen und fiir den Zweck 
gut kristallisierbare reine Substanzen zu verwenden, aus denen man 
durch direktes Abwagen Lésungen von bekanntem Gehalt bereiten 
kann. Zu diesem Zweck hat der eine von uns') schon Gemische von 
Bernsteinsaure mit Borax- bzw. primarem Kaliumphosphat mit Borax 
empfohlen. Bei der vorliegenden Untersuchung hat sich nun ergeben, 
daB man auch sehr gut derartige Pufferlésungen herstellen kann aus 
primaérem Kaliumcitrat und Citronensiure (py zwischen 2,20 bis 3,60) 
bzw. Borax (py zwischen 3,80 und 6,0). Obwohl die Borsaure eine sehr 
schwache Siaure ist, hat sie doch einen geringen Einflub auf die Reaktion 
der Citratlésungen, weil sie mit denselben Komplexe bildet. Daher 
ist der Borax in seinem Wirkungswert nicht direkt mit der Natronlauge 


vergleichbar. 
Die Citratpuffergemische werden bald unklar durch Pilzwachstum 
Es ist daher zu empfehlen, zu der Standardcitratlisung ein Kristdlichen 


Thymol hinzuzufiigen. 

2. Die verwendeten Substanzen. 

Primdres Kaliumcitrat (wasserfrei): .V/ 230 

Standardlésung 0,1 mol.: d. ¢. 23,0 q Salz im Liter (mit ein wenig 
Thymol). 

Herstellung des Kaliumeitrats: 420 g gewohniiche Citronensaure 
werden in etwa 150 ccm warmen Wassers gelést. Zu der Lésung fiigt 
. man in kleinen Mengen 138.2 g Kaliumcarbonat, das vorher schwach 
ausgegliiht und in dieser Weise wasserfrei gemacht worden ist. Nach- 
dem die Kohlensiureentwicklung aufgehért hat, wird aufgekocht und 
schnell filtriert. 

Bei dem Abkiihlen scheidet sich das primare Kaliumcitrat bei 
gestérter Kristallisation in feinen Kristallen ab. Dieselben werden 
abgenutscht, mit ein wenig eiskaltem Wasser nachgewaschen und noch- 
mals umkristallisiert, wobei man ungefahr die Halfte des Salzgewichts 
an Wasser nimmt. Das Monokaliumcitrat ist namlich bei Zimmer- 
temperatur etwa in 2 Teilen, bei der Siedetemperatur in etwa ', Teil 
Wasser léslich. Bei der Umkristallisation kann daher eine gute Ausbeute 
erhalten werden. 

Die Kristalle werden durch Absaugen gesammelt und bei etwa 
80° getrocknet. Das Salz ist wasserfrei und nicht hygroskopisch. Bei 
einem relativen Dampfdruck von 60 Proz. zieht es noch kein Wasser 


1) J. M. Kolthoff, Journ. of biol. Chem. 68, 135, 1925. 
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an. Bei der Priifung kann man fordern, daB 345 mg des Salzes auf 
Phenolphthalein 30,0 com 0,1 n Lauge verbrauchen. 

Das py einer 0,1 mol. Lésung ist 3,68, einer 0,05 mol. Lésung 3,73. 

Citronensdure (M = 210): C,H,O,H,0. tin Handelspraparat 
wird ein- bis zweimal aus Wasser umbkristallisiert und iiber zer- 
flieBendem Bromnatrium bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Priifung auf Reinheit: vgi. Sérensen, |. c.*). 

Die Standardlésung enthdlt 21,0 g Citronensdure im Liter (0,1 mol.) 

Borax: Ein Handelspriparat wird zweimal aus Wasser umkristalli- 
siert und iiber zerflieBendem Bromnatrium bis zum_ konstanten 
Gewicht getrocknet. Die Standardlésung ist 0,05 molar und enthilt 
19.06 g im Liter. 

0,1 n Natronlauge bzw. 0,1 n Salzsdure sind die iiblichen Reagenz- 
lésungen der MaBanalyse. 

3. Die Messungen: Die Messungen der Wasserstoffionenkonzen- 
tration sind alle im Thermostaten ausgefiihrt bei 18 bis 20° mit der 
Wasserstoff- und zum Teil mit der Chinhydronelektrode. Dabei wollen 
wir bemerken, daB in den Gemischen, welche Borax enthalten, die 
Chinhydronelektrode nicht zu verwenden ist. 

Als Vergleichselektrode dient stets eine Chinhydronelektrode im 
Sérensenschen Standardgemisch, bestehend aus 0,01 n Salzsiure und 
0,09 n Kaliumchlorid (py = 2,038). Die Kompensierung geschah mit 
Hilfe eines ausgeeichten ,,Leeds- und Northrup‘-Potentiometers mit 
einer Genauigkeit von 0,1 Millivolt. 

Nachdem die verschiedenen Messungen ausgefiihrt waren, haben 
wir alle Werte in Graphiken vereinigt, und dann diejenigen Zusammen- 
setzungen aufgesucht, in denen jedes Gemisch eine Differenz von 0,2 
im px mit dem vorigen hatte. Nachher haben wir diese Mischungen 
wieder nachgepriift. 

Wir wollen noch bemerken, daB sich das py der Citrat-Saure 
bzw. Natronlaugegemische mit der Temperatur fast nicht aAndert 
Die angegebenen Werte in den ersten drei Tabellen sind wohl giiltig 
fiir ein Temperaturbereich von 10 bis 30°. 

0,1 molar Monokaliumcitrat mit 0,1 n Salzséure. pg 2,2 bis 3,8. 

+ 23,05 cem 0,1n HCl mit Wasser bis 50 cem pg 2,2 

m2); Oem « a » 50 ., pn2,4 
2... 22088. . « 2s ons 

25 ccm + 14,00 .. OlnHCl .. a ». 50 .. p28 
Monocitrat 10,95 .. OlnHC .. " . SO .. pu 3,0 
7,95 .. O,.lnHCl .. A ». SO .. px3,2 
4,95 .. O1nHCl .. ne » SO .. pn3,4 
6s. SRG 66-Suen. O w Gee 





1) Vgl. auch J. M. Kolthojf, Der Gebrauch von Farbindikatoren, 
3. Aufl., 1926, S. 141. 
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0,1 molar Monocitrat mit 0,1 n Natronlauge (py 3,8 bis 6,2). 


0,9 cem 0,1 n NaOH mit Wasser bis 50 ccm = py 3,8 
4,15 .. 0,ln NaOH .,, " . oe me Pu 4,0 
7,55 .. 0,ln NaOH ,, = <— a a pu 4,2 
11,0 ., 0,ln NaOH ,, me is Va Pu 4,4 
14,6 ., 0,ln NaOH ,, " —_— pu 4,6 

25 cem 18,2 ,, O0,ln NaOH ,, - a Oe a pu 4,8 
Monocitrat 21,65 .. 0,.lin NaOH ,, Pa a oe pu 5,0 
25,15 .. O0.lin NaOH pu 5,2 
28,3 .. 0,ln NaOH pu 5,4 
315 . 0,ln NaOH Pu 5,6 
34,55 .. 0,ln NaOH Pu 5,8 
37,7 ., 0,ln NaOH Pu 6,0 





0,1 molar Monocitrat mit 0,1 molarer Citronenséure (py 2,2 bis 3,8). 





cem 0,1 mol. ccm 0,1 mol. > 
Monocitrat Citronensaure Pu 


0,95 9,05 22 
1,97 8,03 24 
3,00 7,00 2.6 
4,22 5,78 28 
5,55 445 3.0 
7.0 3,0 3,2 
8,30 1,70 3,4 
9.59 0.41 3.6 


0,1 molar Monocitrat mit 0,05 mol. Borax. 


0,6 cem Borax mit Wasser zu 50 ccm 
50 
50 
50 
50 


25 ecm zi, a A es “ . 50 
Monocitrat 





Zusammenfassung. 


Eine neue Reihe Citratpuffergemische mit einem py zwischen 2,: 
und 6,0 ist beschrieben. 

Dieselben werden hergestellt aus Monokaliumcitrat und Salzsaiure 
bzw. Natronlauge, oder aus Monokaliumcitrat mit Citronensiure 
bzw. Borax. 

Die angefiihrten Puffergemische bilden einen guten Ersatz fiir 
die Clarkschen Biphthalat-Siure bzw. Lauge-Pufferlésungen. 








Die anorganischen Bestandteile von Pankreas und Nebennieren. 


Erster, physiologischer Teil. 


Von 
Hans Marx (Basel). 


(Aus der physiologisch-chemischen und der pathologisch-anatomischen 
Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 21. Oktober 1926.) 


In Versuchen, bei welchen von N. Seiffert(1) zum Nachweis 
kleinster Bleimengen eine Veraschung der Gewebe vorgenommen wurde, 
zeigte sich, dab, wie das schon vorher Policard (2) von histologischen 
Gesichtspunkten aus festgestellt hatte, in den verschiedenen vollkommen 
veraschten Schnitten die Struktur der Gewebe so vollkommen erhalten 
war, daB die mikroskopische Diagnose jeder Gewebsart leicht ge- 
stellt werden konnte. Diese Beobachtungen sind in der physiologisch- 
chemischen Anstalt weiter verfolgt worden, und E. Tschopp hat 
hieriiber in v. Méllendorffs Handbuch der mikroskopischen Anatomie 
eingehend berichtet, besonders auch iiber seine erfolgreichen Versuche, 
in derartigyn histologischen Schnitten die einzelnen anorganischen 
Bestandteile durch spezifisthe Reaktionen festzulegen. Aus allen diesen 
Erfahrungen ergibt sich jedenfalls die eine Tatsache unzweifelhaft. 
daB ganz unabhangig von der Menge organischer Materie, deren Gehalt., 
wie oft nachgewiesen wurde, stark wechselt, offenbar der anorganische 
Aufbau der Gewebe eine spezifische Eigenart erkennen laBt. 

Es erhebt sich naturgemaB die Frage, ob also eine anorganische 
Spezifitat auch auf chemischem Wege festzustellen ist. Die in der 
Literatur vorhandenen Angaben sprechen durchaus nicht in diesem 
Sinne, ja man kann sogar sagen, daB die uns durch die Veraschungs- 
methode histologischer Bilder nahegelegte Auffassung von einem 
spezifischen und charakteristischen Aufbau der Gewebe durch die bisher 
vorliegenden Analysen durchaus nicht bestitigt wird. Man braucht 
nur die in den Lehrbiichern angegebenen Zahlen durchzusehen, um das 
Unerwartete der Veraschungsbefunde zu erkennen. Um einige Daten 
fiir die von mir untersuchten Organe zu geben, betrigt nach den An- 
gaben, auf die ich weiter unten zu sprechen komme, der Aschengehalt 
eines Pankreas nach den Untersuchungen von Gossmann (3) bei einem 
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Manne 18 Prom. und bei einer Frau nur 13 Prom., ebenso berechnet sich 
z. B. das Verhiltnis Ca zu Mg im Pankreas beim Manne auf das 
Doppelte wie bei der Frau, oder es ist nach den Untersuchungen 
von Liining (4) bei dem einen Pankreas dieses selbe Verhiltnis das 
2\,fache des anderen. 

Es lag immerhin die Méglichkeit vor, daB hier Zufilligkeiten 
(wenn wir von Analysenfehlern ganz absehen) eine groBe Rolle spielen 
Es erwies sich daher als wiinschenswert, diese Untersuchungen neu 
aufzunehmen, da wir gegeniiber den friiheren Untersuchungen zwei 
methodische Fortschritte heranziehen kénnen. Zuniachst sind in den 
letzten Jahren die Bestimmungsmethoden derartig verfeinert worden. 
daB mit sehr viel kleineren Quantititen schon exakt stimmende Werte 
zu erzielen sind bzw. die Genauigkeit derartiger Analysen dank auch 
betrichtlicher Vereinfachung erheblich zugenommen hat. Vielleicht 
noch wichtiger ist aber die Tatsache, daB durch das neue von Krause 
erfundene Verfahren die Trocknung der Organe auBerordentlich ver- 
bessert worden ist, was gerade fiir derartige Analysen als ein ganz 
besonderer Fortschritt zu buchen ist, da ja bekanntlich gerade die 
Trocknung der Gewebe auBerordentliche Schwierigkeiten bereitet. 
Ich darf aber gleich an dieser Stelle schon vorwegnehmen, daB Analysen 
aus frischen Organen mir Zahlen gaben, die mit denjenigen an ,,Krause- 
praparaten“ gut iibereinstimmten. Damit ist experimentell gezeigt. 
daB das Krauseverfahren fiir die Trocknung ganz Vorziigliches leistet, 
wie das ja auch schon durch physiologische Untersuchungen fest- 
gestellt ist. Fiir die Analyse von Organen aber ist die Verwendung 
derartiger Pulver ein sehr groBer Vorteil, weil es auf diesem Wege 
gelingt, Organe verschiedener Herkunft gut miteinander zu mischen 
bzw. Durchschnittswerte aus einer gréBeren Zahl von Exemplaren 
desselben Organs zu erhalten. Deshalb wurden die Untersuchungen 
hauptsachlich an solchen Krausepulvern vorgenommen.  Natiirlich 
ist nicht anzunehmen, daB eine Deponierung anorganischer Stoffe 
nicht ebensogut méglich ist, wie die von organischen Stoffen, ja gewisse 
Erfahrungen, wie z. B. iiber den Kieselsiuregehalt des Pankreas 
| Réssle (5)] und ahnliche [Kahle (6)}, sprechen fiir eine physiologisch 
und pathologisch vermutlich auBerordentlich wichtige Variabilitat. 
Das gibt ein Arbeitsprogramm, auf das wir noch zuriickkommen wollen. 
Aber bevor man derartige pathologische Verainderungen studiert, mub 
zunaichst einmal festgestellt werden, besteht fiir die wichtigsten 
Elementarbausteine der Zelle, die in gréBerer und charakteristischer 
Menge am Aufbau der Zelle beteiligt sind, beziiglich ihres Vorkommens 
irgendwelche GesetzmiBigkeit’ Der Organismus strebt ja doch auf 
Grund einer fiir ihn charakteristischen Regel (,,Bildungsmelodie’, 
K. E. von Baer, ,,raumzeitliche Regel‘‘, Petersen) fiir alle seine Organe 
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einem bestimmten Funktionszustand und damit einem bestimmten 
Aufbau zu, der in dem Wechsel von Assimilation und Dissimilation 
gewissermaBen die statische Architektur der Organe darstellt. 

Ich bin also daran gegangen, in einzelnen Organen den Aschen 
gehalt quantitativ zu bestimmen, und ich habe, als sich herausstellte, 
daB ein Teil der anorganischen Bestandteile relativ leicht durch 
organische Lésungsmittel extrahiert werden kann, auch diese noch in 
den Kreis meiner Betrachtung hineingezogen, da zwischen den einzelnen 
Fraktionen der Lipoide, den Phosphatiden und dem Cholesterin nicht 
nur ein ahnliches Gleichgewicht zu bestehen scheint wie zwischen den 
einzelnen Kationen, sondern auch weil jede dieser Gruppen beziiglich 
ihres funktionellen Verhaltens mit bestimmten Kationen in Beziehung 
gebracht worden ist. 

Als Material fiir die Untersuchungen kamen zunichst frische 
Organe in Betracht. Weiter aber erwies es sich als sehr vorteilhaft, 
wie oben bereits auseinandergesetzt wurde, die trockenen Organpulver 
zu verwenden, welche nach dem Krauseverfahren in so schonender 
Weise hergestellt sind, daB eine Zersetzung dabei vermutlich auf ein 
Minimum eingeschrankt ist. 


Angewandte Untersuchungsmethoden. 


Zur Bestimmung der Kationen (Na’, K’, Ca", Mg”) wurde mit rauchender 
Salpetersiure zum Teil in Kombination mit Wasserstoffsuperoxyd ver- 
ascht, die Salpetersiure vertrieben und die Asche in einem gemessenen 
Volumen Wasser gelést. Das Natriumion wurde nach der Tschoppschen (7) 
titrimetrischen Halbmikromethode bestimmt. Das Natriumion wird als 
schwerlésliches Natri:um-Casium-Wismutnitrit gefallt und der Niecerschlag 
mit Kaliumpermanganat oxydiert.. Bei peinlich genauem Arbeiten ergab 
die Methode befriedigende Resultate. Die Bestimmung des Kaliumions 
wurde nach Kramer und Tisdall (8) vorgenommen. Das Kaliumion wird 
als Komplexsalz (Kobalt-Kaliumnitrit) gefallt, der Niederschlag durch 
oxydimetrische Titration mit Kaliumpermanganat bestimmt. Ebenfalls 
nach Kramer und Tisdall(9) wurde das Calciumion bestimmt. Mit 
Ammoniumoxalat wird das Calcium gefallt, die aus dem Niederschlag durch 
Schwefelsiure in Freiheit gesetzte Oxalsiure mit Permanganat titriert. 

Zur Magnesiumbestimmung wurde die von Gadient (10) angegebene 
Methode angewandt. In der vom Calcium befreiten Lésung wird phosphor- 
saures Ammoniakmagnesium ausgefallt, die Phosphorséure kolorimetrisch 
bestimmt und daraus das Magnesium berechnet. 

Von den Anionen wurden Chlor und Phosphor bestimmt. Schwierig- 
keiten machte die Chlorbestimmung. Die trockene Veraschung gab keine 
befriedigenden Resultate ; die neuerdings von Marianne Richter-Quittner (11) 
empfohlene Veraschung auf nassem Wege mit Salpetersdéure gab mir auch 
keine guten Werte. Am besten bewiahrte sich das folgende der Bangschen 
Methode (12) analoge Verfahren: etwa 50mg Substanz wurden durch 
Stehenlassen iiber Nacht mit Wasser ausgelaugt und in einem Teil dieses 
Wassers das Chlor nach van Slyke und Donleavy (13) bestimmt. Die Methode 
lieB sich gut anwenden bei dem AéuBerst fein gemahlenen Krausepulver. 
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Zur Phosphorbestimmung wurde die Substanz mit Salpetersiure und 
Schwefelséure feucht verascht und der Phosphor nach der von Briggs (14) 
modifizierten Methode von Doisy und Bell (15) bestimmt. 

Die Stickstoffanalysen wurden nach Kjeldahl ausgefiihrt, und zwar 
nach den Vorschriften von Pregl (16). 

Samtliche angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus Doppelanalysen. 


Anorganische Bestandteile. 
A. Nebenniere. 
|. Frisches Organ. Die frischen Nebennieren stammten von einem 
34jahrigen gesunden Manne, der durch Stichverletzung in das Abdomen 
ums Leben gekommen war. Es wurden nur die Kationen bestimmt. Alle 
Zahlen wurden auf 100 ¢ Frischgewicht umgerechnet. Division durch das 
Atomgewicht ergab die in der zweiten Rubrik stehenden Milligramm- 
Molwerte. 
as @ @a-w te See 1,916 mg-Mol 
; 103,10 .. 2,636 
. ee oe 15,60 .. 0,389 
Ot. siedlaneite weitere 0,405 


I]. Pulver auf 100g Trockenpulver gefunden. 
a «ss * » «.0 » ee 10.71 mg-Mol 
. 15,61 

9 


Bors oe aaa 
Be 2 Se 
ise 


Aus dem Verhaltnis Frischorgan : Pulver berechnet sich der Wasser- 
gehalt der Nebennieren zu 83,48 Proz. In der Literatur habe ich keine 
Angaben iiber den Wassergehalt der Nebennieren gefunden.  Stellt 
man die Quotienten K:Ca, Ca: Mg, K: Na von frischem Organ und 
Pulver einander gegeniiber, so ergibt sich eine auffallende Uberein- 
stimmung. Die Quotienten: wurden aus den Milligramm-Molzahlen 
berechnet. 

K:Ca. .... . . 6,77 frisches Organ 6,18 Pulver 
frees ot. 3 eee = ‘3 1,031 
f: eee. - - 1,458 _—s,, 

Pulver : Frischorgan. K:Ca 1,096, Ca:Mg 1,074, K:Na_ 1,060. 
Im Pulver wurden auch die Anionen Cl’ und P’” bestimmt. Fiir Cl berechnet 
sich der Wert fiir 100g auf 302mg. Fiir PO, (gesamter Phosphor) auf 
1026 mg. 

B. Pankreas. 
I. Frisches Organ. 34jahriger Mann. 
mi. se SS SM Ss 6 ee 3,79 mg-Mol 
tt et ee 226.3 .. 5,79 
Sete 2G Se ROR 0,36 
RS sneths ate oe MA 1,13 
Il. Pulver. 
ae ae 11,82 mg-Mol 
i, aris «6 + > pea 26,71 
meee ee 6 ee ee 11,55 
ee. he SA Se 3,855 
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Aus dem Verhialtnis Frischorgan: Pulver berechnet sich der 
Wassergehalt des Pankreas zu 74,8 Proz. Im Handbuch der Biochemie. 
herausgegeben von Oppenheimer (17), finden sich folgende Angaben 
iiber den Wassergehalt des Pankreas: 78 Proz. nach Bottazzi-Boruttau. 
72,7 Proz. nach Magnus-Levy. Auch hier findet man bei Gegeniiber- 
stellung der Quotienten K:Ca, Ca: Mg und K: Na von frischem 
Organ und Pulver ausreichende Ubereinstimmung. 


K:Ca. ... . . . 16,03 frisches Organ 17,20 Pulver 
> oy, nee ge ‘. 0,40 
ES ee lee =: 2,26 


Pulver: Frischorgan. K:Ca 1,07, Ca: Mg 1,25, K:Na 1,47. Im 
Pulver wurde gefunden fiir Cl 313,9 mg, fiir PO, (gesamter Phosphor) 
1007,4 mg. 


Diese Resultate sind deshalb bemerkenswert, weil nach den friiheren 
Angaben die anorganische Zusammensetzung zwischen Mensch und Tier 
einerseits und zwischen den einzelnen Menschen andererseits, z. B. zwischen 
Mann und Weib ganz verschieden ist. Nicht nur der Gesamtaschengehalt. 
sondern auch die Verhiltnisse K : Ca, Ca: Mg, K : Na schwanken in weiten 
Grenzen. Ich fiihre aus den Arbeiten von Gossmann (18) und von Liining (19) 
folzende Zahlen an. 





Gossmann: aut 1000 Teile berechnet (Pankreas). 





Aeche: Mamm 17,98 : Rukh G677.....:.. 2,62 
Weib 13,05 : Kuh 6,77....... 1,93 
Mann 17,92 : Weib 13,05 ...... 1,37 


Ca: Mg Kuh 3,89, Mann 2,89, Weib 1,44. Ca: Mg Mann : Weib 2,52. 


Liining: 
K:Na .. . . 0,492 Pankreas I 0,349 Pankreas II 
Corte i. oe ie I 2,78 - I] 2,65 


Fiir den Gesamtaschengehalt kann ich keine direkten Angaben 
machen; immerhin berechnet sich aus den einzelnen Bestandteilen ein 
ziemlich iibereinstimmender Wassergehalt; aber aus den vorhin an- 
gefiihrten Zahlen ergibt sich, daB das gegenseitige lonenverhaltnis 
fast identisch ist. Daraus geht hervor, daB der gleichen Funktionsweise 
ein gleiches Verhaltnis entspricht. Auch daraus erhellt, daB die an- 
organischen Bestandteile nicht gleichgiiltig sind und in ihren gegen- 
seitigen Verhiltnissen — im Gegensatz zum Fett konstant sind. 
Zum Vergleich stelle ich die Resultate der beiden untersuchten Krause- 
organpulver nebeneinander. Bei den Frischorganwerten treten die 
Unterschiede wegen des verschiedenen Wassergehalts nicht so deutlich 4 | 


hervor. j | 
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Nebenniere Pankreas 


mg mg-Mol. mg mg-Mol 


ee oo 3s fo FOR 246 21 10,71 2718 11,82 
aaa es eo 610,43 15,61 1044.26 26.71 
ang. 101,29 2.58 62,21 1.55 
Gr se! << er 61,02 2,50 93,76 3,855 
Se ae hae ae ef 302.0 8.54 313.9 8.85 
a. ee 1026.0 — 10074 — 


H,O (ber.) . . . . . | 83,48 Proz. ai 74.8 Proz. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, zeichnet sich das Pankreas 
gegeniiber der Nebenniere durch hohen Kaliumgehalt aus. Geringer sind 
die Differenzen im Calcium-, Magnesium- und Wassergehalt. Es findet 
sich im Pankreas gegeniiber der Nebenniere Zunahme des Magnesiums, 
Abnahme des Calciums und des Wassers. Eine eigenartige Ausnahme 
bildet das Natrium. Es ist in beiden Organen fast gleich. 


Extraktionsversuche. 


Die Untersuchungen iiber die Lipoide der beiden von mir studierten 
Organe gelten bisher wesentlich der Isolierung und Charakterisierung 
der in Betracht kommenden Staffe. Mir kam es zunichst hauptsiachlich 
nur auf eine Fraktionierung an, einerseits, um das Verhiltnis von 
Stearinen zu Phosphatiden, die ja, wie in der Einleitung hervorgehoben 
funktionell zu den Kationen in Beziehung stehen, festzustellen, anderer- 
seits, weil schon bei den ersten Versuchen sich ergeben hatte, daB ein 
Teil der Kationen selbst in relativ konzentriertem Alkohol léslich ist. Die 
Aufeinanderfolge der einzelnen Extraktionsmittel ist bei den einzelnen 
Autoren [Goldschmidt, Wagner, Beumer, Alexander, Borbe rg (20)| ver- 
schieden, ich bin der von Gorodissky (21) angegebenen Methodik gefolgt 
Es werden drei Extraktionen vorgenommen: Aceton, Petrolither 
absoluter Alkohol. Da ich nicht mit Milligrammen, sondern mit 
Grammen arbeitete, wurden die Extraktionszeiten bedeutend ver- 
langert. Samtliche Extraktionen wurden in einem Soxhletapparat 
bei der entsprechenden Siedetemperatur ausgefiihrt 


A. Nebenniere. 


I. l4stiindige Extraktion mit Aceton. Von 4,3280¢ gingen 0,9425 ¢ 
ins Aceton iiber. Der Acetonextrakt war dunkelbraun gefarbt, in der Kalte 
fiel eine braune Substanz in Flocken aus. 

II. 24stiindige Extraktion mit Petrolather. In diesen Extrakt gingen 
0.4731 g iiber. Der Extrakt war farblos. 

III. 10stiindige Extraktion mit Alkohol absolutus. In diesen Extrakt 
gingen 0,2579 g iiber. Der Extrakt war dunkelbraun gefarbt; in der Kalte 
fiel eine hellbraune Substanz aus. Von 4,3280 g waren zusammen extrahier- 
bar 1,6735 g oder 38,67 Proz. 
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Auf die Extrakte entfallen: 
I. Aceton . — . 56,3 Proz. 

Se. NE aerit «ow eee whe eee 

Suns seee Gs AR cis oe ahere BR ws 


Von 100g sind extrahiert 38,67 Proz. 


Von diesen entfallen: 
56,3 Proz. auf Aceton «’ we 
, °° aa 5. WSS OSes 10,92 g 
me — ee 5,95 2 


21,782 


Zum Vergleich fiihre ich noch zwei Extraktionsversuche an: 
Extraktion mit 92proz. Alkohol und dann mit Ather. Von 2,0215g 
gingen 0,7274g in die Extrakte iiber, oder 35,98 Proz. Extraktion 
mit 92 proz. Alkohol: von 1,2218 g gingen 0.4945 g in den Extrakt tiber, 
oder 40,47 Proz. Die Nebenniere liefert also im Durchschnitt 38 Proz 
extrahierbare, das hei®t in Ather, Alkohol usw. lésliche Substanzen. 
Bied! gibt ein Drittel der Trockensubstanz an. 

In den _ verschiedenen Extraktionsfraktionen wurden jeweils 
Stickstoff und Phosphor bestimmt; im Acetonextrakt auch das 


Cholesterin. 

I. Acetonextrakt. Der Extrakt wurde filtriert; das auf 250 ccm ge- 
brachte Filtrat und die ausgefallene Substanz wurden fiir sich untersucht. 
Aschenbestandteile waren keine nachweisbar. 

i a a 


Ausgefallen . 0,0721 ¢ 


Im Filtrat . P 1,765 mg 
N 19,9169 ,, 
a QE 0 
N 3,821 ,, 
. P 1,942 mg 


N 23,737 


Im Ausgefallenen 
Zusammen. 


Cholesterinbestimmung. Nach den Angaben von Gorodissky geht 
das Cholesterin quantitativ in den Acetonextrakt tiber. Die Be- 
stimmungen wurden nach der der Liebermann- Burchard schen Reaktion 
nachgebildeten kolorimetrischen Methode ausgefiihrt. Das Aceton 
wurde durch Erwiirmen auf dem Wasserbad verjagt, im Riickstand 
das Cholesterin bestimmt. 

Freies Cholesterin 50 mg. 

Zur Bestimmung des in Esterform vorhandenen Cholesterins wurde 
der nach dem Verdampfen des Acetons verbliebene Riickstand 5 Stunden 
mit 20proz. Kalilauge verseift. Die Bestimmung ergab fiir Cholesterin 
+ Cholesterinester = Gesamtcholesterin 284,1 mg. 
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Um Vergleiche ziehen zu kénnen, habe ich meine Resultate auf 
100 g Pulver umgerechnet. Von 100 g Pulver 38,67 Proz. extrahierbar, 
davon 56,3 Proz = 21,78g im Aceton und darin 6,575 g Cholesterin, 
oder vom extrahierbaren sind 17,0 Proz. Cholesterin. 

Aus der zahlreichen Literatur iiber Nebennierenlipoide fiihre ich die 
Zahlen von Borberg (22) an. Er gibt fiir Cholesterin folgende Werte: 

Vom Extrakt 8,8 bis 35,5 Proz. Cholesterin, Mittelwert 21,06 Proz. 
Die absoluten Zahlen aus seinen Angaben auf 100g berechnet, ergeben 
7,812 g, 1,994 g, 7,818 g, 7,094g, 15g. Es ist zu bemerken, daB Borberg 
nur die Rinde der Nebenniere untersucht hat. GroBe Verschiedenheiten 
finden sich in den Angaben dariiber, ob das Cholesterin als solches oder 
als Ester vorhanden sei. Rosenheim und Tebb (23), die eine groBe Menge 
(25 kg) Nebennieren untersuchten, geben an, daB sie kein freies Cholesterin, 
selbst nicht mit der sehr feinen Windausschen Digitoninmethode nachweisen 
konnten. Goldschmidt fand Cholesterin als solches und keine Cholesterin- 
ester. Beumer gibt an, daB das Cholesterin sich fast nur in freiem Zustande 
finde und nur ein sehr kleiner Teil in gebundener Form als Cholesterinester. 
Ich fand sowohl freies Cholesterin als Cholesterinester. Ich glaube, daB die 
verschiedenen Befunde von der Trocknungsmethode bzw. Art und Dauer 
der Aufbewahrung abhangen. 

II. Petrolitherextrakt. Es gingen in diesen Extrakt 0.4731 g iiber. 
Nach Beumers Angaben geht in diese Fraktion eine Substanz iiber vom 
Verhaltnis P: N wie 1: 1, und er deutet sie als Lecithin. Infolge eines 
MiBgeschickes konnten die P- und N-Bestimmungen in dieser Fraktion 
nicht ausgefiihrt werden. 

III. Alkoholextrakt. \n diese Fraktion gingen 0,2579 g iiber; eine 
Substanz fiel in kleinen braunen Fléckchen aus; ihr Gewicht betrug 
0,0182 g. Es wurde filtriert, das véllig klare Filtrat enthielt noch 
0,2397 g. Von dem Ausgefallenen konnten keine Analysen gemacht 
werden. Im Filtrat ergaben die Bestimmungen fiir: 

P 2,07 mg (fiir den ganzen Extrakt aus 
N 12,52 ,, den Analysen berechnet). 

Im Alkoholextrakt wurden Aschenbestandteile nachgewiesen und 
bestimmt. 

Der nach allen Extraktionen zuriickgebliebene Riickstand wurde 
auf seine anorganischen Bestandteile untersucht. Es fand sich das 
Calcium quantitativ im Riickstand auf 100 g Pulver berechnet 100,7 mg; 
vgl. die friihere Angabe: 101,29 mg (8.419). Ebenfalls quantitativ 
konnte ich das Magnesium im Riickstand nachweisen; auf 100 g Pulver 
61,70 mg; vgl. die friihere Angabe: 61,02 mg (S. 419). Das will besagen, 
daB Calcium und Magnesium in einer Alkohol absolutus véllig unléslichen 
Form vorhanden sind. Beim Kalium fand sich ein alkoholléslicher 
und ein alkoholunléslicher Teil: 


Alkohollésliches Kalium. . ... . . 218,6mg 
Alkoholunlésliches Kalium ... . . 391.5 
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B. Pankreas. 


Parallel mit den Extraktionen und Analysen der Nebenniere 
wurden diejenigen des Pankreas durchgefiihrt. 

1. 1l4stiindige Extraktion mit Aceton. Von 3,8504 g gingen 1,6479 g 
in das Aceton iiber. Der Acetonextrakt war strohgelb gefairbt, in der 
Kalte fiel eine fettig aussehende Substanz aus. 

Il. 24stiindige Extraktion mit Petrolither. In diese Fraktion 
gingen 0,1250 g tiber, der Extrakt war farblos. 

111. LOstiindige Extraktion mit Alkohol absolutus. Es wurden 
0.7412 g gelést. Der Extrakt zeigte nach dem Abfiltrieren einer flockigen 
wachsartigen Masse eine schéne gelbe Farbe. 

Von 3,8504 g waren zusammen extrahierbar 2.5141 g oder 65,3 Proz. 
(Nebenniere 38,67 Proz., 8. 419). 


Auf die einzelnen Fraktionen entfallen: 


I. Aceton . ... . . . 65,5 Proz. (56,3 Proz.) 
a, See ss kt iw Oe eo Ce cae. 2 


ae. Seen Gee... ss + SRS wo CORA») ’ 


Die entsprechenden Zahlen der Nebennieren sind zum Vergleich in 
Klammern beigefiigt. 


Von 100g sind extrahierbar 65,3 Proz. Von diesen entfallen: 


65,5 Proz. auf Aceton .. . 42,77 g (21,78 g) 
5,0 ,, » Petrolither . 3,26 g (10,92 g) 
. | aa ,. Alkoholabs. . 19,27 2 ( 5,95 g) 


I. Acetonextrakt. Der Gesamtextrakt wurde filtriert; der Filter- 
riickstand und das Filtrat getrennt untersucht. Es waren keine Aschen- 
bestandteile nachweisbar. 














ee i see ie * 0 19) ee 
Ausgefallen ..... . . 0,3326¢ 
Sen De a tes PF LY. 2 eee 
N 44,82 _ ,, 
ine Ameweieliongm:... «6 29s «+ + + &, Oe 
N 33,16 
EE Ee ae fC 


N 77,98 __,, 
im Vergleich mit der Nebenniere ist der Acetonextrakt des Pankreas 
bedeutend N-reicher und etwas P-armer. 


Cholesterinbestimmung: freies Cholesterin .... . . 34,91 mg 
Gesamtcholesterin . . .. . . 87,74 ,, 


Auf 100 g Pulver umgerechnet: 1,109 g Cholesterin oder 2,60 Proz. 
vom Extrahierbaren sind Cholesterin (6,575 g, 17,0 Proz. bei der Neben- 
niere). 

II. Petroliitherextrakt. In diese Fraktion gingen 0.1250 g iiber. 
Anorganische Bestandteile waren keine nachweisbar. 
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III. Alkoholextrakt. Diese Fraktion enthielt insgesamt 0.7412 g, 
davon fielen aus 0,1726 g, es blieben im Filtrat 0,5686 g. 
Im Filtrat ...... .P 2,659 mg ( 2,07 mg) 
N 48,0 » (IRe8 ,. ) 
Im Ausgefallenen .... P 0,73 
N 12,61 
Zusammen. ....... P 3,380 mg 
N 60,61 
Wie bei der Nebenniere, fanden sich im Alkoholextrakt anorganische 
Bestandteile. Der nach allen Extraktionen zuriickgebliebene Riickstand 
wurde auf seine anorganischen Bestandteile untersucht. Es fanden 
sich die gleichen Verhiltnisse wie bei der Nebenniere, Calcium und 
Magnesium wurden quantitativ im Riickstand nachgewiesen, vom 
Kalium war ein Teil im Alkohol léslich. 
Auf 100 g Pulver Ca 66,16 (vgl. die friihere Angabe 64,21 mg, 8.419); 
Mg 94,0 mg (vgl. die friihere Angabe 93,76 mg.) 
SEES ge ee bie eiecc an « & ee ae 
Alsoholumieeh 2. www eR ORS 
Nach einem ersten Extraktionsversuch hatte es den Anschein, 
als ob ein Teil der anorganischen Bestandteile durch organische Lésungs- 
mittel leicht extrahiert werden kénnte, und zwar entsprechend dem 
Lipoidgehalt. Zur Kontrolle wurde noch einmal eine Extraktion des 
Pulvers mit 92proz. Alkohol angesetzt und im Alkoholextrakt und im 
Riickstand die Kationen bestimmt. Es ergab sich die folgende Frak- 
tionierung. 





Nebenniere Pankreas 


Proz. | mg Proz. mg 
Ca alkoholléslich .... 11,35 11,91 14.2 884 
Ca alkoholunléslich .. . 88,65 92.84 85.8 55.4 


Mg alkoholléslich ... . 28,94 18,08 31,4 29.44 
Mg alkoholunléslich .. . 70,98 44.41 68,6 73,52 


K alkoholléslich .... . 37,55 231.8 39,43 410.6 
K alkoholunléslich . .. . 62,44 385.6 60,57 632.0 


Die Ubereinstimmung in der Extrahierbarkeit der anorganischen 
Bestandteile ist in die Augen springend, so auffallend die friiher an- 
gefiihrten Unterschiede in der Extrahierbarkeit der fettartigen Sub- 
stanzen sind. Es ist anzunehmen, daB die Léslichkeit der anorganischen 
Bestandteile, abgesehen von den Chloriden, auf den Wassergehalt des 
92 proz. Alkohols zuriickzufiihren ist. 

Im Handbuch der Biochemie (24) geben H. Aron und R.Gralka 
iiber den anorganischen Gehalt von Pankreas und Nebenniere folgende 
Werte. Meine Zahlen sind in Klammern beigefiigt. 
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Hund: Cl 

Mensch: CaO. 
Ca. 

Mensch: MgO. 
Mg 


Hund: Cl 

Bei Magnus-Levy ( 
Cl 
Ca 
Mg 


In den Tabellen I 


H. Marx: 


Pankreas. 


- 51 mg _ auf 100 Teile frischer Substanz. 
100 bis 222 ,, auf 1000 Teile frischer Substanz 


. 71,5 ,, 158,5 ,, (144,6), 


 — auf 1000 Teile frischer Substanz 
168,9 ,, (275). 


Nebenniere. 


. 200 mg auf 100 Teile frischer Substanz. 


25) fand ich folgende Zahlen fiir Pankreas: 


161 mg_ in 100g frischer Substanz. 
15,9 ,, in 100 g frischer Substanz (14,46). 
16,8 ., in 100 g frischer Substanz (27,46). 


, Ll und III fasse ich die wesentlichen Resultate 


kurz zusammen. Ihnen ist vielleicht darum eine gewisse Bedeutung 


zuzusprechen, da sie 


einerseits an menschlichen Organen gewonnen 


wurden, andererseits an einem fabrikmaBig hergestellten Pulver, das 
von vielen Exemplaren herriihrt und so Durchschnittswerte erméglicht. 


Tabelle J. 


Anorganische Bestandteile. 





Nebenniere Pankreas 


Pulver ——~*«é@ristch 
“mgi100 | mgeMol  mg/100 | mg-Mol —mg/100 | mg-Mol_ 


1,916 | 246.21 10,71 87,14 3,79 | 2718 11,82 
2636 | 610,43 15,61 2263 5,79 1044.26 26.71 
0.389 10129 2528 1446 036 6221 1.55 
0405 | 61,02 2508 2746 1,13 | 93,76 3.855 
| ££ — | 9020)| 8537) — — | 3139) 8.850 
PO, (ges.) . | — jroo) — - — |e) — 


meu’. « 6,77 
Ca:Mg. . 0,96 
twee 1,376 


6,18 16,03 17,20 
1,031 0,32 0,40 
1,458 1,53 2.26 
Tabelle II. 
Extrahierbarkeit. 





Nebenniere 
Proz. 


Von 100g extrahierbar. . . 38,67 
Davon entfallen auf: 
Aceton .. 
Petrolather 
Alkohol abs. . 


56,3 
28,3 
15,4 
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Tabelle II. 
Fraktionierung der Kationen. 





Nebenniere Pankreas 


Alkoholléslich Alkoholunléslich Alkoholléslich Alkoholuntéslich 


Proz. mg Proz. mg Proz mg Proz. mg 


1135 11,91 8865 | 9284) 142 8.84 858 55,4 
2894 1808 70,98 | 444] | 314 2944 68.6 73,52 
37,55 2318 62,44 | 3856 | 3943 4106 60,57 632.0 


Als allgemeines Resultat méchte ich hervorheben, daB nach diesen 
Erfahrungen das Verbiltnis K:Ca im Pankreas ein sehr viel héheres 
ist als in der Nebenniere, so daB also zwischen den einzelnen Organen 
sicher Differenzen in der anorganischen Zusammensetzung bestehen. 
Da der Stickstoffgehalt in der fettreichen Trockensubstanz in der 
Hauptsache der gleiche ist, geht auch aus den vorliegenden quantitativen 
Bestimmungen klar hervor, wie wesentlich fiir den charakteristischen 
Aufbau der Gewebe ihr spezifischer Gehalt an anorganischen Stoffen ist. 


Literatur. 


1) N. Seiffert, Inaug.-Diss. Basel 1924. 2) Policard, La micro- 
incinération et son intérét dans les recherches histochimic. 3) Gossmann, 
Inaug.-Diss. Erlangen 1898. — 4) Liining, Inaug.-Diss., Wiirzburg 1899. 

5) R. Réssle, Miinch. med. Wochenschr. 61, 756, 1914. 6) Kahle, eben- 
daselbst 61, 752, 1914; Beitr. z. Klin. der Tuberk. 47, 296, 1921. 
7) £. Tschopp, Helv. Chim. Acta 8, 893, 1925. — 8) Kramer und Tisdall, 
Journ. biol. Chem. 46, 359, 1921. — 9) Dieselben, ebendaselbst 47, 475, 1921. 
10) Gadient, Helv. Chim. Acta 6, 729, 1923. 11) M. Richter-Quitiner, 
diese Zeitschr. 158, 176, 1925. — 12) J. Bang, Mikromethode der Blutunter- 
suchung. Miinchen und Wiesbaden. — 13) van Slyke and Donleavy, Journ. 
of biol. Chem. 87, 55, 1919. — 14) Briggs, ebendaselbst 58, 13, 1922. 
15) Doisy and Bell, ebendaselbst 44, 55, 1920. 16) F. Pregl, Quantitative 
organ. Mikroanalyse 1923, 8S. 113. — 17) Oppenheimer, Handb. d. Biochem., 
2.Aufi. Jena 1924. — 18) Gossmann, Inaug.-Diss. Erlangen 1898. 
19) Liining, Inaug.-Diss. Wiirzburg 1899. — 20) Goldschmidt, Inaug.-Diss. 
StraBburg 1910; R. Wagner, diese Zeitschr. 64, 72, 1914; Beumer, Arch. f. 
exper. Pathol. u. Pharm. 77, 304, 1914; Alexander, Zieglers Beitr. 11, 145, 
1892; Borberg, Skand. Arch. f. Physiol. 82, 287, 1915. 21) H. Gorodissky, 
diese Zeitschr. 159, 397, 1925. — 22) Borberg, Skand. Arch. f. Physiol. 
82, 287, 1915. — 23) Rosenheim and Tebb, Journ. of Physiol. 37, 38. 
24) Oppenheimer, Handb. d. Biochem. 1, 2. Aufl. Jena 1924. — 25) Magnus- 
Levy, diese Zeitschr. 24, 363, 1910. 











Zur Kenntnis der Reduktionswirkung des bei der Dialyse 
verwendeten Pergamentpapiers. 


Von 
A. Gutbier +, B. Ottenstein und W. Jehring. 


(Aus der kolloidchemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Universitat Jena').) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Gelegentlich von Dialysierversuchen an organischen, ammoniak- 
haltigen farblosen Silbersalzlésungen*) machten wir die Beobachtung. 
daB bereits nach 24 Stunden innerhalb der Membran des vor Licht 
geschiitzten Dialysators eine Gelbfirbung der Fliissigkeit auftrat, die 
auf die Bildung von kolloidem Silber zuriickzuffhren war. Diese Tat- 
sache lie} die Annahme naheliegen, daB bei der Dialyse von dem 
Pergamentpapier selbst Stoffe abgegeben werden, die reduzierende 
Kigenschaften besitzen, eine Vermutung, die wir, wie im folgenden 
gezeigt wird, auch experimentell zu bestatigen vermochten. 

DaB be’ der Dialyse kolloider Systeme das verwendete Pergament- 
papier nicht ohne EinfluB ist, geht aus Untersuchungen von 
R. Zsigmondy*) hervor, der Goldsole nach erfolgter Dialyse sehr weit- 
gehend konzentrieren konnte und als Grund dafiir angibt, daB die 
Pergamentmembran kolloide, stabilisierend wirkende Stoffe abgibt. 
Auch Wo. Pauli*) stellt fest, daB bei energischer Dialyse im Falten- 
dialysator Bestandteile des Pergamentpapiers — nach seiner Auffassung 
im wesentlichen Kohlehydrate — abgegeben werden und daB diese 
Stoffe zum Teil adialysabel, also kolloidaler Natur sind. 


') Vorliegende Arbeit wurde mit Herrn Prof. A. Gutbier fertiggestellt, 
aber erst nach seinem Tode druckfertig gemacht. 

2) W. Jehring, Inaug.-Diss. Jena 1926. 

8) Kolloidchemie, 8. 97, Anm. 1. Leipzig 1912. 

‘) Kolloidchemische Beihefte 21, 198, 1926. 
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Fiir uns war von besonderem Interesse die Frage nach der 
Reduktionswirkung der wasserléslichen Bestandteile des Pergament- 
papiers. 

Zur Charakteristik des in diesem Sinne untersuchten Pergamentpapiers 
von Schleicher und Schiill ,,Zur Dialyse C 155: 100° wurden zunichst 
folgende Untersuchungen angestellt: 

Je 100 qem des bei 105° getrockneten und gewogenen Pergament- 
papiers wurden einmal sofort ein andermal nach vorheriger vierstiindiger 
Extraktion mit siedendem Wasser verascht: 





Urspriingl. Gewicht nach | Gewichts- P 
Gewicht der Extraktion verlust |Sschegehalt Aschegehalt 


g 8 Proz. 8 Proz 


Unbehandeltes Papier 1,5202 — — 0,0032 0,210 
Behandeltes Papier . 1,4390 1.4158 1,65 0.0030 0,208 


Der Gewichtsverlust von 1,65 Proz., den das Papier durch die Ex- 
traktion erleidet, diirfte also hauptsachlich durch die Abgabe organischer 
Bestandteile bedingt sein, da die &uBerst geringe Entaschung von 0,002 Proz. 
darauf schlieBen lat, daB der Gehalt an aschebildender Substanz sich kaum 
erniedrigt hat. 

Ferner wurde die aus wasserigen Extrakten, die wir durch sechstagiges 
ruhiges Stehenlassen von Pergamentpapier unter destilliertem Wasser 
erhielten, durch Eindampfen zur Trockne gewonnene organische Substanz 
auf ihren Stickstoffgehalt hin untersucht. Der Gehalt an N, konnte aber 
trotz genauester mikroanalytischer Bestimmungsversuche nur schitzungs- 
weise zu etwa 0,2 Proz. festgestellt werden. 

Dagegen zeigte die organische Substanz, sofern sie aus einem Extrakt 
gewonnen war, den wir durch zweitdgiges Einwirkenlassen von verdiinntem 
Ammoniak') auf Pergamentpapier erhielten, einen Gehalt an 2,028 Proz. N,. 

Durch sechstdgige Extraktion mit Ammoniak und nachfolgendes Ein- 
dampfen des Extrakts resultierte eine Substanz, deren Stickstoffgehalt 
5,3 Proz. betrug. 

Um die zweifellos bestehende Reduktionswirkung des Pergament- 
papierextrakts — ein aus je 100 qem Papier durch 5 Minuten wiahrendes 
Kochen mit H,O oder dreitagiges Extrahieren bei Zimmertemperatur 
gewonnener Extrakt war ohne weiteres imstande, ammoniakalische 
Silbernitratlésung in der Hitze zu rotbraunem kolloiden Silber und 
Gold (111)-chlorid zu blauem kolloiden Gold zu reduzieren — nunmehr 
quantitativ verfolgen zu kénnen, setzten wir verschiedene Versuchs- 
reihen an und verfuhren dabei folgendermaBen: 

Je 100qcem Pergamentpapier wurden in kleine Streifen zerschnitten 
und in einer ersten Versuchsreihe mit 40 ccm destillierten Wassers, 
in einer zweiten — um wiederum die Dialyse ammoniakhaltiger 
Lésungen nachzuahmen — mit 40 ccm n/10 NH, iiberschichtet. Diese 


1) NH, wurde verwendet in Anlehnung an die urspriinglich ausgefiihrte 
Dialyse ammoniakalischer Silbersalzlésungen. 
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Extraktion wurde in der Versuchs- und der an einem anderen Stiick 
Pergamentpapier angesetzten Kontrollreihe in gut verschlossenen 
Kolben durch ruhiges Stehenlassen bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. 
Nach bestimmten Zeitabschnitten wurde dann der Extrakt von den 
Papierschnitzeln abgegossen, das zuriickbleibende Papier dreimal mit 
je 10 cem destillierten Wassers abgespiilt, Extrakt und Waschwasser 
vereinigt und in der so erhaltenen Gesamtfliissigkeit nach der Bang- 
schen Mikromethode') der Reduktionswert bestimmt. Zum Vergleich 
wurde eine Standardlésung von Traubenzucker nach der gleichen 
Methode titriert und ergab fiir | mg Zucker einen Verbrauch von 
2,25 ecm n/100 Jodatlésung. Rechnet man die fiir die verschiedenen 
Extrakte jeweils zur Titration verbrauchten Mengen Jodat ent- 
sprechend um, so erhalt man die in Tabellen | bis [V, Spalte 5 auf- 
gefiihrten Vergleichswerte. 


Tabelle I (Kurve 1). 
Wiasseriger Extrakt. Vorgelegt: 2,5 cem n/100 Jodat. 





Dauer Zur Riicktitration Verbrauch an Entsprechen 


Versuch der Extraktion ee n/100 Jodat Zucker 
Tage com com mg 
l 1 2.18 0,32 0,142 
2 2 1,77 0.73 0,324 
3 3 146 1,04 0,462 
4 5 121 1,29 0.573 
5 7 1,01 1,49 0,662 
6 9 0,96 1,54 0,684 
7 24 0,56 1,94 0,862 
8 32 0,37 2.13 0,946 
9 42 0,08 2,42 1,075 


‘abelle I] (Kurve 2). 


Ammoniakalischer Extrakt. Vorgelegt: 2,5 cem n/100 Jodat. 





Zur Riicktitration 


Versuch der ae *—Se 100 ow ry —_ 
Tage com com mg 
1 1 1,71 0,79 0,351 
2 2 147 1.03 0,457 
3 3 130 1:20 0.533 
4 5 1,02 148 0,657 
5 7 0,92 1,58 0,702 
6 9 0,92 1,58 0,702 
7 ll Ll 139 0.617 
8 23 1,61 0,89 0,395 
9 30 2'08 0,42 0.186 


1) Mikromethoden der Blutuntersuchung. Miinchen 1920. 
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Tabelle III (Kontrollversuch) (Kurve 3). 
Wasseriger Extrakt. Vorgelegt bei Versuch | bis 8: 2,5 ccm n/100 Jodat, 
bei Versuch 9: 3,0 cem n/100 Jodat. 





Zur Riicktitration , 
Dauer j : Verbrauch an Entsprechen 
Versuch der Extraktion vers OL 100 n/100 Jodat Zucker 


Tage ccm ccm mg 


2 1,76 0,74 0,328 
4 1,20 1,30 0,577 
6 1,05 1,45 0,644 
8 101 1,49 0,662 
10 0,99 151 0,671 
12 0,96 154 0,684 
23 0,84 66 0,737 
35 0.69 ; 0,804 
46 0,50 50 1,110 


Coanouork wwe 


Tabelle 1V (Kontrollversuch) (Kurve 4). 


Ammoniakalischer Extrakt. Vorgelegt: 2,5 cem n/100 Jodat. 





Zur Riicktitration 
Dauer : Verbrauch an Entsprechen 
Versuch | der Extraktion a n/100 Jodat Zucker 


ccm ecm mg 


1,46 1.04 0,462 
101 1,49 0.662 
0,96 154 0.684 
0,91 159 0.706 
0.96 1,54 0,684 
1,04 1,46 0,648 
1,70 0,80 0,355 
2.09 0.41 0,182 


Die Berechtigung zu der Annahme, daB es sich bei der reduzierend 
wirkenden Substanz des Pergamentpapiers um zuckerartige Stoffe 
handelt, gibt uns folgender Versuch: 

2cem eines Extrakts, der aus 20 qdm Pergamentpapier durch 
einstiindiges Kochen mit 200 cem H,O erhalten worden war, gab eine 
positive a-Naphtholreaktion nach Molisch'). Die Art der vorliegenden 
Zucker konnte jedoch infolge der geringen Mengen, die der gesamte 
Extrakt enthielt (durch die Mikromethode von Bang ermittelt), nicht 
festgestellt werden. Sie lieben weder eine Drehung des polarisierten 
Lichts erkennen, noch war es méglich, sie mit Hilfe von Phenylhydrazin 
zu identifizieren. 

Aus den Tabellen I und IT undden Kurven | und 2, die die Reduktions- 
werte sowohl! fiir die wisserige als auch fiir die ammoniakalische Ex- 


1) Ber. 19, R. 746, 1886; Abderhalden Handb. d. biol. Arbeitsmethod.., 
Abt. I, Tl. 5, S. 49. 








430 A. Gutbier t, B. Ottenstein u. W. Jehring: 


traktion wiedergeben sollen, und aus den Kurven und Tabellen III 
und IV, die die Kontrollversuche darstellen, ist ersichtlich, dab 
eine mit der Zeit stetig zunehmende Reduktionswirkung des wasserigen 
Extrakts zu beobachten ist. Auffallend ist, daB die ammoniakalischen 
Extrakte (Kurven 2 und 4) den Héchstwert fiir die Reduktionskraft am 
achten Tage erreicht haben, und daB diese dann ziemlich schnell und 
stetig abnimmt. Man kénnte annehmen, daB Ammoniak mit den 
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Kurven zu den Tabellen | bis IV. 








aus dem Pergamentpapier stammenden Stoffen reagiert'), und dal 
dabei die reduzierenden Eigenschaften der Extrakte verloren gehen. 
DaB Ammoniak nicht ohne EinfluB auf Pergamentpapier ist, erhellt 
aus den oben angefiihrten Ergebnissen der Stickstoffbestimmungen 
im ammoniakalischen Extrakt, der trotz langen, zur Entfernung des 
iiberschiissigen Ammoniak ausgefiihrten Kochens deutlich bestimm- 
bare Mengen Stickstoff enthielt. 

Die Zahlenwerte in den Tabellen 1 und II] lassen erkennen, dab 
in 4 Tagen bei nachgeahmter ruhiger Dialyse — ein Zeitraum, der sehr 
haufig zur vollstandigen Dialyse beansprucht wird — bereits aus einer 
verhaltnismaBig kleinen Pergamentpapierfliche (1 qdm) die extrahierte 
Menge an reduzierender Substanz — unter der Annahme, daB es sich 
um Glucose handelt — bereits 0,5 mg tiberschreitet und in 42 Tagen 
mehr als 1 mg betrigt. Bedenkt man aber, daB im allgemeinen bei der 
Dialyse eine wesentlich gréBere Flache Pergamentpapier zur Verfiigung 
steht?), so wird man ohne weiteres erkennen, daB bei der Verwendung 
von Solen, die leicht reduzierbare Stoffe enthalten, die Méglichkeit 
besteht, daB im Laufe der Dialyse Veranderungen in den Eigenschaften 
der kolloiden Systeme durch die von der Membran abgegebenen redu- 
zierenden Bestandteile hervorgerufen werden. Wie unsere eigenen 
Versuche an organischen Silberpraparaten ergaben, erscheint in solchen 


1) Da8B Ammoniak in héheren Konzentrationen auf Glucose einwirken 
kann, ist aus den Arbeiten von A. Windaus und F. Knoop bekannt (Ber. 88, 
1166, 1905; 839, 3886 1906; 40, 799, 1907). 

2) Die Pergamentpapierfliche eines Schnelldialysators nach A. Gutbier, 
I. Huber und W. Schieber, Ber. 55, 1518, 1922 mit einem Fassungsvermégen 
von 1000 cem betragt z. B. rund 20 qdm. 
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Fallen eine ausgiebige vorangehende Wisserung des zur Dialyse zu 
verwendenden Pergamentpapiers dringend geboten. 

DaB die aus dem Pergamentpapier stammenden Substanzen neben 
der reduzierenden auch Schutzwirkung auszuiiben imstande sind 
(vgl. R. Zsigmondy, |. c.), kann gut mit der Annahme, daB es sich um 
Zuckér handelt, in Einklang gebracht werden, denn es ist bekannt, 
daB z. B. Traubenzucker mit seiner Reduktionskraft die Fahigkeit 
vereinigt, kolloide Systeme ganz wesentlich zu stabilisieren [vgl. K olloides 
Selen und Tellur')]. 


') A. Gutbier, Kolloid-Zeitschr. 28, 334, 1923; A. Gutbier und B. Otten- 
stein, Zeitschr. f. anorgan. Chem. 149, 223, 1925. 








Beitrige zur physiologischen 
und pathologischen Chemie des Gehirns. 


I. Mitteilung: 
Uber die Stickstoffverteilung in der Petrolitherfraktion des Pferdehirns. 


Von 
Karl Singer. 


(Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener Physiologischen 
Universitatsinstitut. ) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1926.) 


I. Einleitung. 

Fast alle gréBeren Abllandlungen iiber Hirnchemie pflegen die 
besonders groBen Schwierigkeiten dieses Forschungsgebietes zu betonen 
und auf diese Weise das Mi®verhiltnis zu erkliren, welches zwischen 
der darauf verwendeten Arbeit und Miihe und den tatsichlich erzielten 
Erkenntnissen besteht. Fragt man nun nach diesen besonderen Schwierig- 
keiten, so lassen sich diese wohl in den folgenden drei Punkten zusammen- 
fassen: 

1. Die Hauptmasse des Gehirns, nach Siegmund Frinkel') zwei 
Drittel der Gesamttrockensubstanz, besteht aus ,,Lipoiden‘’, also aus 
Stoffen verschiedenster chemischer Struktur, die aber alle durch eine 
auBerordentlich groBe Ahnlichkeit ihrer Léslichkeitsverhiltnisse aus- 
gezeichnet sind, so daB eine exakte Trennung schwer durchzufihren ist. 

2. Diese Stoffe unterliegen vielfach schon Veranderungen durch 
das Tageslicht, ferner werden sie oft durch ganz geringe Konzentrationen 
von Sauren oder Basen zerstért. 

3. Die Anwesenheit irgend eines Lipoids in einem Lésungsmittel 
verandert die Léslichkeitsverhaltnisse eines anderen Lipoids in diesem 


') Stegmund Frankel, Ergebn. d. Physiol. 8, 212, 1909. 
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Lésungsmittel in weitgehendem MaBe. So ist z. B. das Cephalin in 
reinem Athylalkohol fast véllig unléslich; enthalt aber der Alkohol 
Lecithin, so wird das Cephalin in nicht unbetrichtlichen Mengen darin 
gelist. 

S. Frdnkel') hat nun ein Verfahren angegeben, welches es erméglicht, 
die einzelnen Stoffe der Hirnmaterie doch getrennt voneinander zu 
erhalten, und diesem Verfahren haben sich auch die meisten auf diesem 
Gebiet arbeitenden Forscher angeschlossen. Nach geniigender Vor- 
behandlung und Entwisserung wird das Gehirn mit Aceton extrahiert 
In diese Fraktion gehen das Cholesterin und das Leucopoliin*®) tiber 
Dann werden mit Petrolither die ungesittigten Phosphatide (das 
Lecithin und das Cephalin) und auch einige gesittigte Phosphatide 
gewonnen. Durch Behandlung mit Alkohol kann man in der Petrol. 
atherfraktion das Cephalin ausfillen. Doch zeigt diese Methodik der 
Gewinnung des Cephalins, wie Frdnkel selbst betont, groBe Schwierig- 
keiten, da sehr rasch gearbeitet und die zu bestimmende Substanz 
weiter gereinigt werden muB, und dann auch wohl wegen der eingangs 
unter 3. besprochenen Verhiltnisse, so daB die mit dieser Methode 
gewonnenen Ergebnisse wohl nur annahernd quantitative sind. 

Nach der Behandlung mit Petrolather lassen sich dann noch mit 
heiBem Alkohol die iibrigen gesittigten Phosphatide pind Cerebroside 
(die matiére blanche) aus dem Gehirn darstellen. 

Untersuchungen, welche es sich zum Ziel setzten, die chemischen 
Veranderungen zu erforschen, die durch Gehirnkrankheiten, vor allem 
durch die progressive Paralyse, am Menschenhirn gesetzt werden, 
machten es nétig, sich nach Methoden umzusehen, die ein wirklich 
quantitatives Arbeiten erméglichen. 

Es ist schon seit langem bekannt, dab bei progressiver Paralyse 
eine Verringerung des Lipoidphosphors besteht, und Pighini und 
Carbone*) konnten unter anderem zeigen, daB wahrscheinlich die un- 
gesattigten Phosphatide dabei eine mehr oder minder groBe Verringerung 
erfahren. Bei den Untersuchungen, iiber welche hier berichtet werden 
soll, wurde daher zunichst ausschlieBlich die Petrolitherfraktion 
beriicksichtigt® Um den schon erwaihnten Schwierigkeiten bei der 
Erfassung der einzelnen Substanzen auszuweichen, wurde die Sticksto/f- 
verteilung in der Petrolatherfraktion zum Einteilungsprinzip genommen. 
Das Cephalin gibt bei der Spaltung eine Aminostickstoffbase, das 
Colamin (Aminoithylalkohol) ab, das Lecithin das Cholin (Trimethyl- 


1) Siegm. Frankel, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., 
Abt. I, Teil 6, S. 1. 

2) Siegm. Frankel und Herbert Elias, diese Zeitschr. 28, 320, 1910. 

8) Pighini und Carbone, diese Zeitschr. 46, 450, 1912. 
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oxaéthylammoniumhydroxyd). Durch Bestimmung der Basen ohne 
vorhergehende Trennung der einzelnen Bestandteile durch Alkohol 
muBte es gelingen, unter Vermeidung erheblicher Fehlerquellen zu 
einer verlaBlichen Ubersicht iiber die Mengenverteilung der einzelnen 
Bestandteile zu gelangen. Zwar entbehrt diese Einteilung des Vorteils 
der Spezifitat, da sehr leicht denkbar ist, daB noch andere im Extrakt 
enthaltene, noch nicht naiher bekannte Stoffe bei der angewendeten 
Methodik mitbestimmt werden kénnten. Doch tritt dieser Nachteil 
fiir die Fragestellung, ob iiberhaupt quantitative Verinderungen bei 
progressiver Paralyse nachweisbar sind, in den Hintergrund gegeniiber 
dem Vorteil des fehlerfreien Arbeitens. 

AuBer dem Gesamtaminostickstoff und dem Cholin wurde auch 
versucht, den Stickstoffbestandteil der in der Petrolitherfraktion 
enthaltenen Cerebroside (Galaktoside), das Sphingosin, zu erfassen. 
Und zwar derart, daB die Galaktose, welche mit dem Sphingosin zu- 
sammen in den Cerebrosiden enthalten ist, bestimmt, und daraus der 
Sphingosinstickstoff errechnet wurde. Auch hier gilt dasselbe beziiglich 
der Spezifitat, was vorhin dariiber gesagt wurde. 

In der vorliegenden Arbeit sollen zunichst die Methodik und die 
mit ihr erzielten Ergebnisse beim Pferdehirn, welches der leichteren 
Handhabung wegen vorerst verwendet wurde, besprochen werden 
Uber die Verhiltnisse beim normalen und progressiv paralytischen 
Menschenhirn wird in der nachsten Mitteilung berichtet werden. 


il. Methodik zur Bestimmung des Amino- und Cholinstickstoffs der Petrol- 
iitherfraktion des Pferdehirns. 


Das Gehirn wurde bei seiner Ubernahme von Blut und Meningen 
gereinigt, dann gewogen und hierauf mit der Fleischhackmaschine zu einem 
feinen Brei zerkleinert. Dieser wurde dann mit kaltem Aceton. pur. versetzt, 
um das Gehirn zu entwissern; nach 24 Stunden wurde koliert und der 
ProzeB nochmals wiederholt. Am dritten Tage wurde dann der Gehirnbrei 
mit heiBem Aceton im Soxhlet extrahiert. Zur Gewinnung der Petrolather- 
fraktion wurde zunichst der Orientierung halber, entgegen der Vorschrift 
von Frdnkel, der gewéhnliche kéufliche Petrolither verwendet, (Frankel 
benutzt nur die bis 55° iiberdestillierenden Anteile des Petrolithers) und 
das Gehirn damit im Soxhletapparat so lange extrahiert, bis eine gelbliche 
Verfairbung des Petroléthers mehr bemerkbar war. Nun wurde der Petrol- 
ather abdestilliert und die vorher gelblich-triibe Fliissigkeit, bei der sich 
schneeweiBe Massen beim langeren Stehen absetzten, nahm nach der Destil- 
lation eine klare, braunrote Farbe an. Die Fliissigkeit wurde dann in einer 
Kristallisierschale noch so lange am Wasserbad erhitzt, bis keine Blasen 
vom abdampfenden Petrolither mehr aufstiegen. Diese Fliissigkeit (Petrol- 
atherfraktionslésung), welche wohl eine kolloidale Suspension der Phosphatide 
darstellt, und die einen kaum mehr merklichen Geruch nach Petrolather 
zeigte, wurde nun fiir die anzustellenden Untersuchungen verwendet. Von 
einem Pferdehirn bekommt man derart etwa 150 bis 250ccm. Dampft 
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man die Fliissigkeit am Wasserbad vollstandig ab, so erhalt man eine zahe. 
klebrige, gelbbraune Masse, die sich fiir das Einwagen und Arbeiten nur 
sehr schlecht eignet. Durch das Verwenden der pipettierbaren Fliissigkeit 
kann man jedoch mittels aliquoter Teile wirklich véllig quantitativ arbeiten. 

Zunachst wurde das Trockengewicht der erhaltenen Lésung bestimmt, 
indem 10 ccm in eine kleine Kristallisierschale pipettiert, am Wasserbad 
zur Trockne eingedampft und dann noch bis zur Gewichtskonstanz im 
Vakuumexsikkator getrocknet wurden. 

Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt: 2 cem der Lésung 
enthielten 3 bis 6 mg Stickstoff. 


A. Cholin. 


Zur Bestimmung des Cholins, der Stickstoffbase des Lecithins, 
wurde die Methode von V. Stanek") herangezogen. Dieser Autor konnte 
zeigen, daB Cholin und auch Betain durch eine hochkonzentrierte 
J-J K-Lésung als Cholin- (bzw. Betain-) enneajodid C,H,,NOJ . J,, 
nach 6 Stunden in Form griiner Kristallchen gefallt werden. Dabei 
wird das Cholin in saurer und alkalischer Lésung vollig niedergeschlagen, 
Betain nur in saurer Lésung, und er konnte so auch in Gemischen von 
Cholin und Betain beide fast zur Ganze getrennt voneinander erhalten 
Von der erhaltenen Cholin- (bzw. Betain-) Jodverbindung bestimmte er 
den Stickstoff nach Kjeldahl. 1cem n/10 Schwefelsiure entspricht 
12,119 mg Cholin. Als Jodlésung verwendete er 153g Jod plus 100 g 
Jodkali auf 200 cem Aqua dest. 

Bei dex, Anwendung dieser Methode auf Gehirnextrakt konnte 
gezeigt werden, da® zur vélligen Fallung des Cholins auch geringere 
Konzentrationen der Jod-Jodkalilésung geniigen, was die Méglichkeit 
zu nicht unbetrichtlichen Ersparnissen bedeutet. Die verwendete 
Lésung hatte bei den angestellten Versuchen eine Konzentration von 
45 ¢ Jod plus 40g Jodkali auf 100 ccm Aqua dest. 

Um das Cholin zu erhalten, war es notwendig, eine Hydrolyse des 
Lecithins durchzufiihren. Dabei war darauf zu achten, daB das Cholin, 
welches gegen Sauren und Basen starkerer K onzentration sehr empfindlich 
ist, nicht zerstért werde. Malengreau und Prigent*) gelang es, durch 
Kochen von Lecithincadmiumchlorid mit dem 50fachen Volumen 
n/10 Salz- oder Schwefelsiure nach 8 bis 13 Stunden das Cholin véllig 
und unzerstért abzuspalten. Dies wurde nun auf die Petrolatherfraktion 
des Gehirns angewandt. 


Zunachst wurde: 


a) mit eingewogenen Cholinmengen in der Kadlte die Methode von 
Stanek nachgepriift. 


') Vladimir Stanek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 280; 47, 83. 
2) Malengreau und Prigent, H. 77, 107. 
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Dabei wurde in saurer Lésung gearbeitet (das Cholin wurde in 
n/10 Schwefelsaure gelést). 

b) Hierauf wurde eingewogenes Cholin mit 150 ccm n/10 Schwefel- 
siure 15 bis 18 Stunden am Riickflufkiihler erhitzt, um festzustellen., 
ob dabei eine Zerstérung des Cholins eintritt. 

c) Dann wurden 4 bis 6ccem der Petroldtherfraktionslésung mit 
100 bis 150 cem n/10 Schwefelsiure ebenfalls 15 bis 18 Stunden am 
RiickfluBkihler erhitzt. Es scheiden sich die Fettsiuren an der Oberflache 
der Fliissigkeit ab, wahrend die Basen in Lésung gehen und die Schwefel- 
siure gelb gefarbt wird. Es erwies sich als zweckmabig, die Fliissigkeits- 
menge von 150 ccm in Kolben von 750 bis 1000 ccm Inhalt zu erhitzen, 
da man sonst eine breiartige Emulsion der Fettsauren in der Fliissigkeit 
bekommt, welche der nun folgenden Filtration sehr groBe Schwierig- 
keiten bereitet, so daB dadurch groBe Verluste entstehen. Wurde mit 
einer einmaligen Filtration durch Faltenfilter das Filtrat nicht klar 
erhalten, so wurde die Filtration wiederholt, bis die Lésung nicht 
mehr triib war. Nachdem die auf dem Filter befindlichen Fettsiuren mit 
destilliertem Wasser gut nachgewaschen worden waren, wurde das 
Filtrat auf das urspriingliche Volumen eingeengt und dann mit der J od- 
Jodkalilésung gefallt. Nach 6 bis 10 Stunden wurde durch ein ge- 
hdrtetes Filter filtriert, die griinen Kristallchen der Cholin-J odverbindung 
quantitativ auf das Filter gebracht und das tiberschiissige Jod durch 
Nachwaschen mit destilliertem Wasser méglichst entfernt. Das Filter 
wurde nun in einen Kjeldahlkolben gebracht und dort verascht. 

d) AuBer den bisher besprochenen Versuchen wurden noch Zusatz- 
versuche angestellt, derart, daB eingewogene Cholinmengen zur Petrol- 
dtherfraktionslésung hinzugegeben wurden. Die Tabelle | orientiert tiber 


Tabelle I. 





Zeit des o~s Sollwert Gef. Wert Gefundener 
n/l 


Zu bestimmende Kochens am 
. ‘ /10 Cholinwert 
enge — Pa RE = SR earn 
mg Stunden ccm oC ccm mg Proz. 
99 — 10 97 
120,4 _ 10 (6 
89,2 15 8 99 
239,3 15 10 
4 16 8 
| cem P.-A.- 17 5 
8 


6 Fr.- Lésg. 16 
6 15 


Cc @eston &#®Ww Wwe 


4 ccm + 58 mg 
4ccm P.-A.- | 

Fr.-Lésung 

+ 80mg | = 78 


= 
= 
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die Versuchsergebnisse. Die Petrolatherfraktionslisung stammte vom 
Pferdehirn Nr. 1. 

Wie aus der Tabelle | hervorgeht, gelingt es also in der oben an- 
gegebenen Weise, den Cholinstickstoff der Petrolitherfraktion fast 
voéllig quantitativ zu erfassen, und die vorhandenen Fehler bei der Be- 
stimmung des Cholins verschwinden véllig bei der Umrechnung auf den 
Gesamtstickstoff der Petrolitherfraktion zur Ermittlung des prozen- 
tualen Anteils. Bei den Versuchen d) (9 bis 10) ist durch Zerlegung in 
Teilfaktoren die Art der Ermittlung der gefundenen Prozente ersichtlich 
gemacht. 


B. Aminosticksto}}. 


Bei der Bestimmung des Aminostickstoffs (wohl vorwiegend des 
Colamins, der Stickstoffbase des Cephalins) wurde in folgender Weise 
vorgegangen: Das Colamin (Aminoiithylalkohol) enthalt eine end- 
standige Aminogruppe. Baumann') im Laboratorium Hofmeister hat 
als erster den van Slyke-Apparat zur Bestimmung endstaindiger Amino- 
gruppen zur Erfassung des Colamins herangezogen. Er bestimmte 
in rein dargestelltem Cephalin aus Menschenhirn die endstindige 
Aminogruppe. 

Ahnlich wie beim Lecithin wurde in den vorliegenden Versuchen 
zunachst eine Hydrolyse mit normaler Schwefelsiure durchgefiihrt, da 
das Colamin gegen Sauren widerstandsfahiger ist als das ‘‘holin 
Nach der Hydrolyse wurde wie bei den anderen Versuchen filtriert, 
nachgewaschen, eingedampft, dann die Lésung mit starker Natronlauge 
neutralisiert und hierauf im van Slyke-Apparat zur Bestimmung end- 
standiger Aminogruppen in der Modifikation von E. Kupelwieser und 
K. Singer*) untersucht. Diese Modifikation erméglicht es namlich, 
gréBere Mengen als im Makro-van Slyke-Apparat (bis zu 20 ccm) mit 
der Genauigkeit des Mikroapparats, d. i. bis auf hundertstel Milligramm, 
zu bestimmen. Bei den Versuchen wurden immer zwei- bis dreimal 
15 ccm der neutralisierten Aminobasenlésung im Apparat untersucht 
und aus dem derart gefundenen Mittelwert der Aminostickstoffgehalt 
der Gesamtfliissigkeitsmenge errechnet. 

In der Tabelle II sind die mit dem Colamin durchgefiihrten Ver- 
suche ersichtlich gemacht. Das Colamin wurde als Colaminchlorhydrat 
(La Roche, Basel) eingewogen. Die Petrolaitherfraktionslésung stammte 
ebenfalls vom Pferdehirn Nr. 1. 

Die Art der angestellten Versuche war dieselbe wie beim Cholin. 


1) Baumann, diese Zeitschr. 54, 30, 1913. 
2) Ernst Kupelwieser und Karl Singer, ebendaselbst, im Erscheinen 
begriffen. 
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Tabelle 11. 








Zu bestimmende 
‘ Menge 
Vers Colamin: 
such chlorhydrat 
mg 
aif l 40,75 
13 57,80 
» | 3 40,75 
"\4 57,80 
§||2 a 
F 6 2| ecm P.-A,- 
7 P| Fr.- Lésg. 
8 4 


| 2cem P.-A.- 


10 | Fr.- Lésung 


| 9 | 2ccm+29,6mg 


+ 25,3 mg 


am Riickfluf- 
kubler 


vy Zeit des Kochens 


_ 
a 
5 


14 
16 
14 
14 
14 
14 


16 


17 


Gesamte 


Fliissigkeits- 
menge 


©o 
° 
} 


50 


180 
215 


180 
188 
180 
180 


180 


195 


Tempe+ Druck 
ratur 


20 


mm 


743 
750 


743 
750 
753 
747 
753 
753 


Wert 
fiir die 
Gesamt- 
flussig- 
keit 


ccm 
N-Gas 


10,200 
14,500 
10,320 
14,480 
3,000 
3,120 
6,000 
6 000 


10,200 


9,490 | 


Gesamtwert 
Aminostickstoff 
Soll Gefunden Gefund 
mg mg Proz. 
5,851 5,664 96,75 
8,299 8,142 98,20 
5,851 5,710 97,50 
8.299 8.130 98.20 
-- 1,691 — 
— 1,752 — 
— 3,582 — 
_ 3,582 ~- 
y 1,720 | 
5. 970, -+- 3,999 ' 96,00 
| 5'720)| 
andl 1,721 
3,519 |) 99,50 
" 5.240 | 


Auch die Tabelle 11 laBt wohl die quantitative Erfassung der 
endstandigen Aminogruppen in der Petrolaitherfraktionslésung erkennen. 


Die hier dargelegte Methodik diirfte aber nicht nur bei Ver- 
arbeitung des ganze Gehirns anwendbar sein, sondern auch bei Unter- 
suchungen einzelner kleinerer Gehirnpartien, wie dies in letzter Zeit 
von Helene Gorodissky') unternommen worden ist. 
Bestimmung wire vielleicht statt des Makroapparats der Mikrokjeldahl- 
apparat zu verwenden oder die Sharpesche Modifikation®) der Stanek- 


schen Methode. 


Bei der Stanekschen 


Der modifizierte van Slyke-Apparat reicht zur Be- 
stimmung gréBerer wie auch kleinerer Mengen vollkommen aus. 


Zum SchluB sei noch bemerkt, daB von allen unternommenen Ver- 
suchen Doppelbestimmungen gemacht wurden. 


Ill. Orientierungsversuche mittels Extraktion mit dem gewéhnlichen 


kaiuflichen Petrolither. 


Zunachst wurden zur Orientierung drei Pferdehirne nach geniigender 
Vorbehandlung mit dem nicht raffinierten kiuflichen Petrolather 
extrahiert und der Extrakt in der vorhin dargelegten Weise untersucht 
In Tabelle III sind die gefundenen Werte ersichtlich gemacht. 


') Helene Gorodissky, diese Zeitschr. 159, 379; 164, 446, 1925. 
2) J. S. Sharpe, Biochem. Journ. 27, 42, 1923. 
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Tabelle II]. 





Trocken- Stickstoffverteilung 
Ned Natives gewicht der N "4 Proz. __ - Relation 
pmo cm Gewicht — Petrolather- Tr ae Cholin«N Amino-sN Rest-N Amino-N 
, fraktion 2 7 : CholineN 


g g substanz in Proz. des Gesamtstickstoffs 


480 26,6 15 15,5 315 53,0 
500 27.8 1,6 13,0 25.0 62,0 
500 28.4 15 17,0 26,0 58,0 


Wie aus der Tabelle II] hervorgeht, ist der Wert des Cholin- 
stickstoffs immer kleiner als der des Aminostickstoffs. Die GréBen 
ordnung ist aber immer dieselbe und die Unterschiede sind wohl als 
individuelle Differenzen aufzufassen. Dieses Uberwiegen des Amino- 
stickstoffs iiber den Cholinstickstoff war auch — dies sei schon hier 
vorweggenommen —, in mehr oder weniger ausgeprigter Weise bei 
allen untersuchten Pferdehirnen der Fall. Cholinstickstoff plus Amino- 
stickstoff machen aber bei dizsem Extraktionsverfahren kaum die Halfte 
des Gesamtstickstoffs aus. Der andere Stickstoff (Reststickstoff) ist 
wohl wahrscheinlich zum gréBten Teil den gesdttigten Phosphatiden 
zuzuordnen, die ja nach Siegm. Frankel auch teilweise in die Petrol- 
atherfraktion iibergehen. Durchgefiihrte Phosphorbestimmungen er- 
gaben eine Phosphorstickstoffrelation von 1,995: 1, also einen nicht 
unbetrachtlichen PhosphoriiberschuB [der Phosphor wurde nach 
Neumann-Gregersen')| bestimmt. 


Cephalin und Lecithin sind Monophosphatide, daher ist ihre 
Phosphorstickstoffrelation 1: 1. 


Die hier angegebene unspezifische Methode erlaubt es also, einen 
Uberblick iiber den Anteil der ungesittigten und gesittigten Bestand- 
teile zu gewinnen. 


IV. Versuche zur Ermittlung des Cerebrosidstickstoffs in der Petrolither- 
fraktion, 


H. Loening und H. Thierfelder?) konnten bei ihren Cerebrosid- 
studien eine ziemlich bedeutende Menge von Cerebrosiden im Ather- 
extrakt nachweisen, und EZ. Klenk*) im Laboratorium von Thierfelder 
ist es gelungen, daraus das ,,Nervon’ darzustellen, das aus einer un- 
gesiittigten Fettsiure, der ,,Nervonsdure, aus Galaktose und aus 
Sphingosin, einem zweiwertigen, ungesittigten Monoaminoalkohol be- 
steht. 


1) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I, Teil 3, 8. 825. 
2) H. Loening und H. Thierfelder, H. 77, 202. 
8) E. Klenk, H. 145, 244, 1925. 
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Bei den vorangegangenen Versuchen zur Ermittlung des Amino- 
stickstoffs wurde also wahrscheinlich auch der Sphingosinstickstoff 
mitbestimmt und es wurde nun versucht, diesen Stickstoffgehalt der 
Galaktoside derart zu bestimmen, daB die Galaktose ermittelt und dann 
auf den Gesamtstickstoff umgerechnet wurde. Zur Eestimmung der 
Galaktose diente die von H. Thierfelder bei seinen Cerebrosidstudien 
angewandte Methode'), die auf die Petrolitherfraktionslésung iiber- 
tragen wurde. Thierfelder hat Phrenosin mit Methylalkohol und 
Schwefelsiure 8 Stunden am RiickfluBkihler erhitzt. Dabei wird das 
Cerebrosid gespalten und die Galaktose in V ethylgalaktosid tibergefiihrt. 
Nach Entfernung des Methylalkohols und geniigender Filtration konnte 
er dann im Filtrat die Galaktose nach Bertrand bestimmen. 

Bei den Untersuchungen, die an den Gehirnen Nr. 4 bis 6 angestellt 
wurden, wurden zunichst, nachdem die Stickstoffverteilung in derselben 
Weise wie bei den ersten Versuchen ermittelt worden war, 50 ccm der 
Petrolatherfraktionslésung mit 45ccm Methylalkohol und 5ccm 
konzentrierter Schwefelsiure 8 bis 10 Stunden am _ RiickfluBkiihler 
erhitzt. Daraufhin wurden in die triibe Lésung 100 ccm destillierten 
Wassers gegossen und zwei- bis dreimal filtriert. Die Fliissigkeit wurde 
dadurch etwas klarer; dann wurde der Methylalkohol abgedampft, 
etwas eingeengt, neutralisiert und dann so lange filtriert, bis eine klare 
Lésung erhalten wurde. Nachdem auf ein bestimmtes Volumen auf- 
gefiillt worden war, wurden in 20 ccm der Zuckergehalt nach Bertrand 
bestimmt. 

In Tabelle 1V sind die Ergebnisse der drei ‘untersuchten Gehirne 
mitgeteilt. Nr.6 wurde nach den Frdnkelschen Angaben mit dem 
gereinigten Petrolither untersucht, d. h. es wurden nur die bis 55° 
iiberdestillierenden Fraktionen zur Destillation verwendet. 


Tabelle IV. 





Trockens | N in P / Stickstoffvertcilung 

Natives| gewicht der | ‘SY ™ r02. —————— ee 
Nr. des Gewicht! Petrolather- der Cholin-N | Amino-N Rest-N | — Amino-N 
Gehirns fraktion | Trocken- “——|| : CholineN 


g g substans | in Proz. des Gesamtstickstoffs 








440 | = 25,8 15 17 24 ae eee 
435 | 29.9 1'8 195 | 27 se ee ae Be 
500 | 368 | L7 24 6 | «(8 48 2-3 4 1 





7% 


’ ’ 


Wie die Tabelle LV zeigt, sind bei diesen drei Gehirnen die Cholin- 
anteile etwas gréBer als bei den vorher untersuchten; bei dem Gehirn 
Nr. 6 ist die Cholinprozentzahl fast so groB wie der Aminostickstoff- 
anteil. Bei diesem Gehirn, das mit dem gereinigten Petrolither extra- 


1) H. Thierfelder, H. 85, 35. 
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hiert wurde, ist der Reststickstoff um ein Geringes vermindert, doch 
laBt sich dies aus der Verschieburs des Cholinstickstoffs zu héheren 
Werten erkliren, so daB eine wesentliche Verringerung der Aufnahme 
der den Reststickstoff enthaltenden Substanzen bei Penutzung des 
raffinierten Petrolaithers an diesem Gehirn nicht feststellbar war. Der 
Galaktosidstickstoffgehalt der Petrolatherfraktionslésung ist in der 
Tabelle ersichtlich gemacht; bei Gehirn Nr. 6 waren die Galaktoside 
wohl qualitativ nach Bertrand nachweisbar, doch fielen sie bei der 
Bestimmung in die Fehlergrenze der Bertrandmethode (20ccm der 
Lésung enthielten etwas weniger als 10 mg Galaktose), so daB nur eine 
Schatzung méglich war, da nicht geniigend Petrolitherfraktionslésung 
zur Neuanstellung eines Versuchs mit gréBeren Mengen zur Verfiigung 
stand. 
V. Versuche nach Entfernung der ,,matiére blanche“. 


Bei weiteren drei Gehirnen wurde nach der Extraktion mit Petrol- 
ather der weiBe Niederschlag, der sich beim Stehenlassen absetzt, 
durch lingeres und wiederholtes Zentrifugieren zu entfernen versucht 
und von dem so bearbeiteten Petrolitherextrakt dann der Petrolither 
méglichst abdestilliert und die Petrolitherfraktionslésung eingeengt. 
Gehirn Nr. 7 und 8 wurden mit dem raffinierten Petrolither, das Gehirn 
Nr. 9 mit dem gewéhnlichen kauflichen extrahiert. Alle drei Gehirne 


wurden nach dem Zentrifugieren auf ihre Stickstoffverteilung untersucht. 
i ‘ 


Tabeile V. 





Trocken- Stickstoffverteilung 


Natives gewicht der N in Proz. — Pg ay Relatio 

Nr. des Gewicht Petrolather- der CholinsN AminosN| Rest«N = hodnede 

Gehirns fraktion eee punesnantiielndinns SE ~_ : ahs : Cholin-N 
g g oubstans in Proz. des Gesamtstickstoffs 





510 29.8 24 23 38 | 39 25 || 1,65:1 
500 30.4 1.9 29 40 38 20 | 1,66:1 


570 | 31,2 19 22 33 45 2,0 50:1 


Wie die Tabelle V darlegt, gelingt es derart, den Reststickstoff- 
gehalt etwas herabzusetzen, wihrend die Aminostickstoff- und Cholin- 
stickstoffprozentzahlen in mehr oder weniger deutlicher Weise in die 
Hohe gehen. Einen bedeutenden Unterschied zwischen dem Extraktions- 
verfahrerf mit raffiniertem und kiuflichem Petrolither konnte auch 
diesmal nicht nachgewiesen werden. 


Zusammenfassung. 

Um feststellen zu kénnen, ob am MNenschenhirn durch Gehirn- 
krankheiten, vor allem durch die progressive Paralyse, chemische Ver- 
inderungen quantitativer Natur gesetzt werden, wurde versucht, 
zuniachst an der Petrolitherfraktion des Pferdehirns, das der leichteren 

29* 
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Handhabung wegen vorerst verwendet wurde, eine Methodik aus- 
zuarbeiten, die ein genaues und fehlerfreies Arbeiten gestattet. 


Als Einteilungsprinzip wurde die Stickstoffverteilung in der Petrol- 
atherfraktion genommen. Es wurden bestimmt: 

a) Das Cholin, die Stickstoffbase des Lecithins, nach einer etwas 
modifizierten Methode von Vladimir Stanék, nach vorhergehender 
Hydrolyse mit n/10 Schwefelsiure als Cholinenneajodid. 


b) Der Gesamtaminosticksto{//, wohl vorwiegend vom Colamin, 
der Stickstoffbase des Cephalins, herriihrend, nach Hydrolyse mit 
normaler Schwefelsaure im modifizierten van Slyke-Apparat (Kupel- 
wieser und Singer). 

c) Der Galaktosidstickstoff, wohl vorwiegend vom Nervon (EZ. Klenk) 
stammend, durch Bestimmung der Galaktose nach Bertrand, nach 
vorheriger Hydrolyse mit schwefelsaurem Methylalkohol und Umrech- 
nung auf den Gesamtstickstoff. 

Es fand sich auBerdem ein nicht unbetrichtlicher Reststickstoff. 
Es konnte mit dieser Methodik festgestellt werden, daB die Amino- 
stickstof{-Cholinstickstoffrelation fiir das Pferdehirn keine konstante ist. 
Bei allen neun untersuchten Gehirnen war aber der Aminostickstoff 
in mehr oder minder ausgesprochener Weise gréfer als der Cholin- 
stickstoff. 

Die angegebene Methode gestattet ferner, sich iiber die Menge 
der bisher bekannt gewordenen ungesittigten Phosphatide und Cere- 
broside (Cephalin, Lecithin, Nervon) in der Petrolitherfraktionslésung 
ein Urteil zu bilden, und beweist durch das Vorhandensein eines ziemlich 
bedeutenden Reststickstoffs, daB noch eine recht betriachtliche Menge 
andersartiger Substanzen (wahrscheinlich gesittigte Phosphatide) in 
dieser Fraktion vorhanden sein diirften. 

In der nachsten Mitteilung soll iiber die Ergebnisse beim normalen 
und krankhaft verinderten Menschenhirn berichtet werden. 





Keitrige zur Biochemie des Asymmetrieproblems, 
(Asymmetrische Dismutation.) 


Von 


Carl Neuberg und Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Die Erzeugung asymmetrischer Substanzen mit optischer Aktivitat., 
die in allen Aggregatzustinden bestehen bleibt und auf Derivate ver- 
erbbar ist, stellt eine der sinnfalligsten Fahigkeiten lebender Zellen dar 
Deshalb verdient die Gewinnung von Verbindungen mit optischem 
Drehungsvermégen in vitro namentlich bei Fermentprozessen stets 
besondere Beachtung. Bis auf wenige Ausnahmen sind durch en- 
zymatische Vorginge nur Spaltungen verwirklicht, bei denen gemab 
dem Pasteurschen Theorem der eine Antipode der angreifbaren Ver- 
bindung zerlegt, der andere aber nicht alteriert wird. Viel langer ist 
bekannt, daB man durch Verwendung lebender und wachsender 
Organismen die eme diastereomere Form zerstiiren und die zweite 
iibrig behalten kann. Anders geartet sind, worauf wir mehrfach hin- 
gewiesen haben, die Urscheinungen'), bei denen aus strukturell inaktiven 
Kérpern, ohne daB die Stufe der Racemverbindungen durchlaufen 
wird, optisch aktive Gebilde hervorgehen. Es ist dieses beispielsweise 
bei den phytochemischen Reduktionen der Fall; hier gibt sich der asym- 
metrische Verlauf der Hydrierung schon dadurch zu erkennen, dab 
die bei dieser Reaktion von synthetischem Charakter auftretenden 
Produkte zu mehr als 50 Proz. aus der optisch aktiven Komponente 
bestehen?). 

Zu dieser Gruppe besonders beachtenswerter Vorginge gehéren 
ferner die Prozesse, die sich bei der Dismutation abspielen. Zuniichst 
ist bei der Umwandlung des Methylglyoxals in Milchsaure, die als eine 


1) Vgl. die im Druck befindliche Mitteilung von C. Newberg und G. Gorr 
iiber die ,,Phytochemischen Reduktionen“ in Abderhaldens Handbuch der 
biologischen Arbeitsmethoden. 

2) Das nach C. Neuberg, E. Farber und F. Nord (diese Zeitschr. 112, 
313, 1920) aus Acetol phytochemisch gewonnene Propylenglykol z. B. enthalt 
mindestens 80 Proz. der |-Komponente, wie sich auch aus den wichtigen 
Versuchen von P. A. Levene und A. Walti (Journ. of biol. Chem. 68, 415, 
1926) ergibt. 








444 C. Neuberg u. E. Simon: 


intramolekulare Dismutation betrachtet werden kann, von einem‘) 
von uns friiher die Beobachtung gemacht worden, da8 mehr als 50 Proz., 
nimlich 70 Proz., an linksdrehender Milchsiiure auftreten. Einen 
besonders eklatenten und wichtigen Fall hat jiingst Paul Mayer?) 
beschrieben. Er fand bei Untersuchungen im hiesigen Institut, daB 
aus Phenylglyoxal je nach Wahl des biologischen Agens zu 100 
90 Proz. dextrogyre bzw. livogyre Mandelsiure gebildet wird, die 
zugleich in optischer Beziehung praktisch 100proz. Reinheit aufwies. 
Dies ist der vollkommenste im Reagenzglas gelungene Versuch, willkiir- 
lich eine strukturell inaktive Substanz mit Hilfe biologischer Agenzien 
zu angenihert 100 Proz. in einen auch in optischer Hinsicht reinen 
asymmetrischen Abkémmling umzuformen. P. Mayer hat so aus 
Phenylglyoxal mit Milchsiurebakterien 1(-+-)-Mandelsiure, mit Essig- 
bakterien d(—)-Mandelsaure dargestellt. 

Gleichfalls mit Essigbakterien, und zwar dem Bacterium ascendens, 
haben wir vor einiger Zeit*) eine asymmetrische Dismutation des Methyl- 
dthyl-acetaldehyds (d, \-Valeraldehyds) bewerkstelligt. Die Ausschlige 
in bezug auf das Drehungsvermégen der Umwandlungsprodukte 
,Amylalkohol“ und ,,Valeriansiure“ waren aber nur gering. Wir 
haben daher solche Versuche mit einem anderen Kleinlebewesen, mit 
dem Bacterium pastewrianum, von neuem aufgenommen, da sich dieser 
Erreger nach den Erfahrungen von C. Newberg und F. Windisch*) als 
ein besonders geeigneter Katalysator der biochemischen Dismutation 
zu erkennen gegeben hat. 

In simtlichen Versuchen, die wir teils mit lebenden Mikroben. 
teils mit daraus hergestellten Acetonpriparaten ausgefiihrt haben, 
zeigte sich nun, dab die asymmetrische Dismutation des Methyl-athyl- 
acetaldehyds regelmaBig gelingt. Es entstand dabei eine ,,Valerian- 
siure“, die aktive Komponente einschloB. Namentlich aber haben 
wir den auftretenden ,,Amylalkohol untersucht, da ja tiberhaupt 
die Bildung der Reduktionsphase das gréBere allgemeine Interesse 
beanspruchen darf. 

In allen Fallen haben wir rechtsdrehenden, als |-Methyl-athyl- 
carbin-carbinol zu bezeichnenden Amylalkohol gewonnen. War es 
P. Mayer gegliickt, mit Angehérigen zweier verschiedener Bakterien- 
gruppen, mit Milchsiurebazillen einerseits und Essigbakterien anderer- 
seits, jeweils den einen méglichen optischen Antipoden der Mandel- 
siure aus Phenylglyoxal zu bereiten, so haben wir nunmehr den Nach- 
weis erbracht, daB selbst die zur gleichen Spezies der Essigbakterien 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913. 

2) P. Mayer, ebendaselbst 174, 420, 1926. 

3) OC. Neuberg und E. Simon, ebendaselbst 174, 452, 1926. 

*) C. Neuberg und F. Windisch, ebendaselbst 166, 454, 1925. 
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2tihlenden Vertreter sich hinsichtlich der stereochemischen Spezifitdt 
verschieden verhalten. Wiahrend uns mit racemischen Valeraldehyd 
friiher das Bacterium ascendens livogyren Amylalkohol und das 
gleichfalls zu den Essigbildnern zu rechnende Bacterium xylinum in- 
aktiven Amylalkohol geliefert hatte, konstatierten wir fiir das Bacterium 
pasteurianum ausschlieBlich die Fahigkeit zur Bildung eines Uber- 
schusses von rechtsdrehendem Amylalkohol. Der Gehalt an dieser optisch 
aktiven Komponente betrug im Produkt der Dismutation bis 18 Proz 

Ein grundsiitzlicher Unterschied im Verhalten lebender und mit 
Aceton abgetéteter Pasteurianum-Bakterien war nicht zu erkennen. 

Wie ist nun iiberhaupt die Entstehung einer optisch aktiven 
Modifikation des Amylalkohols bei der Dismutation des racemischen 
Methyl-athyl-acetaldehyds zu deuten’ Im Gegensatz zu den von 
Neuberg und Mayer friher benutzten Substraten, dem Methylglyoxal 
und Phenylglyoxal, besitzt unser Ausgangsmaterial, der d, l-Valer- 
aldehyd, ein asymmetrisches Kohlenstoffatom; da eine Vernichtung 
des letzteren bei dem zarten Eingriff der Dismutation nicht in Betracht 
kommen kann, so muB der Reaktionsmechanismus ein verschiedener 
sein. Bei den substituierten Glyoxalen kann die ausschlieBliche oder 
iiberwiegende Entstehung einer aktiven Form dadurch erklart werden, 
daB eine intermediire Vereinigung zwischen strukturell inaktivem 
Substrat und dem wohl als optisch aktiv vorauszusetzenden Ferment 
zu einer nicht mehr symmetrisch gebauten Kombination eintritt 
Man kann sich diesen‘ Vorgang etwa folgendermaBen veranschaulichen. ° 
An einer der beiden Carbonylgruppen oder auch an beiden vermag sich 
das Enzym, dem wir das Symbol X — Y beilegen, anzulagern, und man 
sieht aus den nachstehenden, in mannigfachen Variationen denkbaren 
Formeln, da hierbei sterisch gan@ verschieden orientierte Gebilde 
entstehen kénnen: 


OY OX 
R—CO—COH ~+ R—C—COH oder R—C—COH. 
X Y 


Die Addition eines Ferments gerade an die Carbonylgruppe er- 
scheint begreiflich, wenn man ihm etwa den Charakter eines optisch 
aktiven Amins (Aminosiurentyp) erteilen will. (Natiirlich kommen 
auch Reaktionen nach Art der Sulfit- oder Blausiure-addukte und 
ahnliche in Betracht.) In unserem Beispiel, beim Methyl-aithyl-acet- 
aldehyd, kann man sich gleichfalls eine solche Anlagerung des Ferments 
vorstellen; es brauchte in diesem Falle selber sogar nicht einmal optisch 
aktiv zu sein, da ja Gebilde, wie 


CH Ox CH 


* . "4 
oder ’SCH.CH OF 


* * 
35SCH.CH 


C,H, a C,H, “Xx 


von sich aus sogar zwei asymmetrische Zentren aufweisen. 
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Wir méchten bei dieser Gelegenheit auch noch auf einige andere 
Punkte aufmerksam machen. Bei den asymmetrischen Hydrolysen 
sind bisher nur optisch aktive Sduren (bzw. Aminosduren) gewonnen 
worden, ein Umstand, der bei dem abweichenden Charakter dieser 
Vorgange, hydrolytischen Spaltungen, erklarlich ist. Hingegen ist, 
wie eingangs betont wurde, der Mechanismus') der Dismutation ein 
anderer, und nur bei ihr und bei den verwandten phytochemischen 
Reduktionen — sowohl von racemischen Aldehyden als von symmetrischen 
Ketonen und Diketonen — sind bisher optisch aktive Alkohole erhalten 
worden. Einen neuen Weg zur biochemischen Erzeugung optisch 
aktiver Alkohole haben jiingst C. Newberg und J. Wagner gefunden. 
Er besteht in der durch Enzyme vollzogenen asymmetrischen Hydrolyse 
eines Esters, dessen Saureteil anorganischer Natur ist und dessen 
Alkoholrest asymmetrischen Bau hat. So _ spaltet Phosphatase 
d, |-Bornylortho-phosphorsaure mit solcher Geschwindigkeit, daB d- und 


1-Borneol isoliert werden kénnen. 

Eine Sdure, und zwar rechtsdrehende Mandelsdure, entsteht nach den 
Untersuchungen von Dakin®) bei der Hydrolyse von racemischem Mandel- 
séure-iithylester durch Lipase; bei unvollsténdiger Zerlegung erwies 
sich der unveraindert gebliebene Ester als linksdrehend. Aus einzelnen 
anderen Mandelsaure-estern entsteht bei der Lipolyse gleichfalls dextrogyre 
Mandelséure. Die bedeutende stereochemische Spezifitét der Esterasen ist 
von R. Wilistdtter und seinen Mitarbeitern*) mehrfach hervorgehoben 
worden. Bei Leber-esterase, Magen-lipase und Taka-esterase war die 
z. B. aus Mandelséure-athylester gebildete Mandelséure rechtsdrehend, 
wahrend die durch Hydrolyye mit Pankreas-lipase entstandene Séure 
lavogyr war. benso verhielt sich der Phenyl-methoxy-essigséure-methy]- 
ester; dagegen war der Drehungssinn der aus Tropaséure-methylester 
durch Pankreas- bzw. Leberenzym abgespaltenen Séure entgegengesetzt. 

Man kann nun wohl annehmen, da8 der Unterschied zwischen einer 
Pankreaszelle und einer Leberzelle mindestens so groB ist, wie der zwischen 
Essigbakterien und Milchséurebakterien. Er ist vielleicht gréBer als die 
Abweichung zwischen den Zellen von Bacterium ascendens und Bacterium 
pasteurianum, die nahe verwandte Vertreter der Essigbildner sind. 

Von besonderem Interesse erscheint in diesem Zusammenhange, dai 
es nicht einmal verschiedenartiger Zellen bedarf, um stereochemisch ver- 
schiedene Umsetzungsprodukte aus ein und demselben Ausgangsmaterial 
zu gewinnen. Dieses Problem beriihren Arbeiten, die vor vielen Jahren aus 
dem Institut Pasteur hervorgegangen sind und sich hauptsachlich mit dem 


') In eine ganz andere Kategorie gehért die Bereitung von 1-Amyl- 
alkohol und aktivem Propylenglykol aus den Racematen (Le Bel, Péré, 
Kling); hier wird einfach in bekannter Weise der eine Antipode durch 
wachsende Mikroorganismen zerstért. 

*) H. D. Dakin, Proc. Chem. Soc. 19, 161, 1903; Journ. of Physiol. 
30, 253, 1904; 32, 199, 1905. 

8) R. Willstdtter und F. Memmen, H. 188, 216, 1924; PR. Willstatter, 
F. Haurowitz und F. Memmen, H. 140, 203, 1924; R. Willstdtter und 
H. Kumagawa, H. 146, 151, 1925. 
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Stoffwechsel mehrerer, Milchséiure liefernder Mikroben beschaftigen. 
A. Péré') konstatierte fiir vier derselben, die auf ammonsalzhaltigen Nahr- 
béden geziichtet waren, die gemeinsame Fahigkeit zur Bildung von 1-Milch- 
siure*). Durch Verainderung des stickstoffhaltigen Nahrmaterials (Zusatz 
von Pepton) gelang es, bei zwei von jenen vier Stémmen die Kraft zur 
Erzeugung von d-Milchséure zu wecken. Die Isolierung geschah in Form 
der Zinksalze. Zwei Stamme erwiesen sich trotz aller méglichen Variationen 
als untauglich, d-Milchséure hervorzubringen. In einigen Fallen wurde ein 
Gemisch beider Isomeren erhalten. Es geht daraus hervor, daB gewisse 
Erreger nur |-Saure produzieren. Diejenigen, die unter giinstigen Bedingungen 
die d-Modifikation bereiten, kénnen auch in Produzenten von |-Saure 
umgewandelt werden, als ob die Entstehung dieser Form leichter oder ihre 
Zerstérung schwieriger erfolge als die des Isomeren. JE. Kayser*) zog 
15 verschiedene Milchsiurebakterien heran und fand, je nach den Milieu- 
bedingungen, |-, d- und inaktive Saéure. In weiteren Arbeiten von A. Potte- 
vin *) und A. Péré*®) wurden die Einfliisse von verminderter Stickstoffzufuhr, 
von Temperatur, Antisepticis u. a. gepriift. Verschiedene Substanzen der 
Kohlehydratreihe (z. B. l-Arabinose, Lactose, d-Mannit, Dulcit) ergaben 
alle rechtsdrehende Lactate. In neuerer Zeit haben sich amerikanische 
Forscher (Peterson, Fred u. a.) erfolgreich mit dieser Frage beschiiftigt *). 
Zur Untersuchung gelangten etliche Arten von Milchséure-Bakterien, die 
teils reine d-, teils reine |-Milchséure oder auch beide Komponenten pro 
duzieren. Von Wichtigkeit ist eine Angabe iiber den EinfluB det 
Temperatur auf die entstehende Milchséiure-modifikation; Pederson, 
Peterson und Fred haben némlich bewiesen, daB die Kultur R (Streptococcus 
lactis) bei 15° die reine Rechtsform, bei 37 und 45° die reine Linksform liefert. 

Auch fiir Eiwei6-baustoffe konnte eine optisch differente Angreifbarkeit 
durch Bakterien beobachtet werden. F. Ehrlich und K.A.Jacobsen’) erhielten 
aus 1-Tyrosin mittels Oidium lactis die d-Para-oxy-phenyl-milchsaure, 
wahrend Y.Kotake*) von demselben Ausgangsmateria! aus im tierischen 
Stoffwechsel zur |-Para-oxyphenylmilchséure gelangt war. Sasaki und 
Mitarbeiter®) zeigten, daB 1-Tyrosin, d,1l-Tyrosin und d-Tyrosin durch 
Bacterium proteus in d-Oxyphenyl-milchséure, durch Bacterium subtilis 
in 1-Oxy-phenyl-milehsiure umgewandelt werden. Bei der Spaltung von 
d, 1-Phenyl-alanin durch Bact. proteus und subtilis tritt, wie H.Amatsu 
und M. T'sudji*®) fanden, eine ahnliche Auswahl zutage; die Einwirkung des 
ersten Bakteriums fiihrte zu d-Phenyl-milchséure, die des zweiten zu 
1-Phenyl-milchsaure. 

Bei den erwahnten alten und neuen Arbeiten iiber die Entstehung bald 
von d-, bald von |-Milchséiure aus Zucker kann man als Erklairung eine 


1) A. Péré, Ann. Inst. Past. 6, 512, 1892; 7. 737, 1893. 

2) Die ,,optische Benennung* ist hier die alte. 

3) E. Kayser, Ann. Inst. Past. 8, 737, 1894. 

4) A. Pottevin, ebendaselbst 12, 49, 1898. 

5) A. Péré, ebendaselbst 12, 63, 1898. 

6) W.H. Peterson, E. B. Fred undJ.A. Anderson, Journ. of biol. Chem. 58, 

, 1922:C.S. Pederson, W.H. Peterson, E. B.F red, ebendaselbst 68, 151, 1926. 

7) F. Ehrlich und K. A. Jacobsen, B. 44, 888, 1911. 

8) Y. Kotake, H. 65, 397, 1910. 

®) T. Sasaki, Act. Schol. Med. 1, 103, 1917; M. T'sudji, ebendaselbst 
2, 115, 1918. 

10) H. Amatsu und M. Tesudji, ebendaselbst 2, 447, 1918. 
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aihnliche Vorstellung sich bilden, wie sie fiir die Erzeugung sowohl der 
d- als auch der 1-Mandelséiure aus Phenylglyoxal im Mayerschen Versuch 
gegeben worden ist. Wenn man die Methylglyoxalhypothese gelten laBt, so ist 
es klar, daB ganz im Sinne der an Methylglyoxal und Phenylglyoxal gemachten 
Beobachtungen verschiedene Erreger (iiber stereochemisch ungleiche 
Zwischenprodukte) jeweils den einen oder den anderen Antipoden der Oxy- 
siure erzeugen kénnen, ganz abgesehen davon, da8 schon beim Abbau des 
Hexosemolekiils verschiedene optisch-aktive Formen') des Methylglyoxals 
oder seiner Hydrate, etwa im Sinne der Formeln 


CH,.C(OH).CH(OH) oder CH,:C . CH(OH), 


O O 

auftreten kénnen. Ahnliches wird man fiir die Umwandlung einer Raum- 
form der optisch-aktiven Aminosaéuren in beide entgegengesetzt drehende 
Modifikationen der zugehérigen Oxysiéuren annehmen kénnen, sei es, daB es 
sich um eine Reduktion zwischendurch auftretender Ketoséuren im Sinne 
von Neubauer, oder um die Umwandlung intermediair aus den Amino- 
siuren gebildeter Glyoxalderivate im Sinne von Dakin und Dudley handelt. 

Wenn nun bei den von uns gemachten Beobachtungen iiber die 
asymmetrische Dismutation der eine Antipode im UberschuB entsteht, 
so muB dies wohl darauf beruhen, daB die entgegengesetzt drehende 
Form nicht in die Dismutation einbezogen, sondern irgendwie anders 
umgewandelt wird. Tatsichlich haben wir gefunden, daB im Gegensatz 
zu den Ergebnissen bei der Dismutation strukturell inaktiver Aldehyde 
im Falle des d, 1-Methyl-athyl-acetaldehyds die Ausbeute an dem 
Gemisch von dextrogyrem und inaktivem Amylalkohol nicht die 
theoretische, sondern etwas kleiner ist, und daB das Manko an ,,Amyl- 
alkohol‘ die GréBenordnung aufweist, wie sie einer anderweitigen Ver- 
wendung von 1-Valeraldehyd entspricht. Bemerken wollen wir noch, 
daB nicht etwa unverinderter 1|-Valeraldehyd iibrigbleibt, sondern 
daB er in noch unbekannter Weise verbraucht wird. Jedenfalls sind 
die beiden Antipoden dieses Valeraldehyds bei der biologischen 
Dismutation keine gleichwertigen Donatoren bzw. Akzeptoren. 


Wie in unseren friiheren Versuchen, wurde synthetisch bereiteter 
d, 1-Methyl-athyl-acetaldehyd verwendet. 

Die Anstellung der Ansitze geschah unter Wahrung der Sterilitat 
in nachstehender Weise: 


Die auf der Zentrifuge gut ausgewaschenen Kulturen von Bacterium 
pasteurianum wurden in einer 2-Liter-Stépselflasche in 1000 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung suspendiert. Der Gehalt an Bakterien- 
Trockensubstanz wurde jeweils mit einem aliquoten Teile ermittelt. 
Nach Zugabe von 20g Kreide wurde mit Kaliumpermanganat ge- 
waschene Kohlensiure wihrend 10 Minuten durch die Bakterien- 


1) Vgl. C. Newberg, diese Zeitschr. 51, 499, 1913. 
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aufschwemmung geleitet. Sodann wurden stets 3,0 g (3,75 com) Methyl- 
athyl-acetaldehyd hinzugefiigt und die Flasche paraffiniert. Das 
Gemenge wurde im Brutschrank bei 37° aufbewahrt und vielfach 
geschiittelt. Nach 16 Stunden war der zugefiigte Aldehyd zumeist 
verschwunden und ein starker Druck im Gefi8 bemerkbar. In Ver- 
suchen mit Aceton-Trocken-Praparaten nahm die Umwandlung etwas 
langere Zeit in Anspruch. Das Gemisch wurde zunichst ohne weitere 
Zusitze mit Wasserdampf behandelt und die 14%4fache Menge des 
Fliissigkeitsvolumens an Destillat gesammelt. Durch anreichernde 
Destillationen erfolgte die Einengung des wisserigen Alkohols bis 
auf 20ccm. Wenn man sich im Verlauf der Aufarbeitung davon iiber- 
zeugt hat, daB kein Aldehyd mehr zugegen ist, wird zur Reinigung eine 
Destillation iiber verdiinnter Schwefelsiure und eine iiber Lauge ein- 
geschaltet. Die Endlésung, die in einem feinen graduierten Stépsel- 
zylinder aufgefangen war, wurde mit Kaliumcarbonat gesittigt. Der 
Ertrag an dem sich quantitativ abscheidenden Amylalkohol belief sich 
auf etwa 85 Proz. der zu erwartenden Menge'). Nach dem Trocknen 
iiber gegliihtem Natriumsulfat wurde der Alkohol polarisiert. In allen 
Fallen konnte eine bis zu 18 Proz. reichende Rechtsdrehung wahr- 
genommen werden. Der Amylalkohol hatte den richtigen Siedepunkt. 

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der einzelnen Ver- 
suche zusammengestellt. 





ee: s5 z ‘3 § 
$533 » 2 2s 5% = ce 
Nr. Vets 2x 53 fF i $5 
des Secs 22 > ES e§ 24 
Versuchs e¥ss ow Sé Qe g> s 
= =* Es << & o% 
& g ccm Grade Proz 
Bacterium pasteurianum (frisch). 
l 3 17,5 “ ° i‘ 
2 3 26 6} 3 a as 
Gef. 1,76 g 
. . uA | Ber. L77g 
4 3 15,8 4.9 + 1,4 12.6 
‘ Gef. 1,80 g 
5 3 10,9 | Ber. 1,77 g 
6 3 12.9 | - - 
7 8 128 3.1 + 15 13.5 
8 13.8 13 + 12 10.8 
Bacterium pasteurianum (Acetonpraparate). 
9 3 25,3 1,3 + 0,6 5.4 
10 3 29,0 1,2 + 0,6 5,4 


1) Zumeist sind zwei nebeneinander angestellte Ansitze zusammen 
aufgearbeitet ; bei Vornahme der Versuche mit den halben Mengen werden 
die methodischen Fehler der Amylalkohol-isolierung zu groB. 
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Die entstandene Valeriansiure wurde nur einige Male untersucht. 
Zuvor war die aus der Leibessubstanz der Bakterien durch Destillation 
mit Mineralsiure sekundir abgespaltene Ameisensiure nach den 
Angaben von W. Brasch und C. Neuberg') sowie C. Newberg und 
F. Windisch*) zerstért worden. Die Valeriansiure-lésung wurde mit 
Mercuri-sulfat nebst Schwefelsiure versetzt und %3Stunden am 
RiickfluBkiihler erwirmt; nach der Filtration wurde die Fliissigkeit 
unter Zugabe eines Streifens Aluminiumblech der Wasserdampf- 
destillation unterworfen. Die Titrationsergebnisse sind gleichfalls in 
der Tabelle verzeichnet. 

Die notwendigen Massenkulturen der Essigbakterien sind wiederum 
von Frau Joel auf Bierwiirze sowie Bierwiirze-agar angelegt. Der 
Direktion der SchultheiB-Patzenhofer Brauerei sind wir fiir die liberale 
Abgabe von Bierwiirze zu dauerndem Danke verpflichtet. 


1) W. Brasch und C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 299, 1908. 
2) C. Neuberq und F.. Windisch, ebendaselbst 166, 467, 1925. 
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Fortgesetzte vergleichende Versuche iiber die Vergirbarkeit 
freier und phosphorylierter Hexosen und iiber eine polari- 
metrisch feststellbare Bindung dieser Substanzen an Inhalts- 
stoffe der Hefenzelle. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Gegen die Auffassung, daB der bei der Vergirung durch Hefe 
umgesetzte Zucker zur Halfte zwangslaufig iiber die Stufe des Hexose- 
di-phosphorsdure-esters abgebaut werde, sind verschiedene Gesichts- 
punkte geltend gemacht'). Insbesondere haben wir gezeigt*), dab 
auch mit Mazerationssaften in einem als homogen betrachteten Milieu. 
also unter Ausschaltung der Permeabilitatsfrage, die nicht phosphory- 
lierten Zucker schneller und oft auch vollstandiger vergaren als typisches 
Hexose-di-phosphat. Zusatz von Cozymase vermag an diesen Verhalt- 
nissen deshalb nichts zu andern, weil ihre Hauptwirkung ja offenbar 
in der raschen Herbeifiihrung des Fuler-Effekts, in der Veresterung, 
besteht; diese Aufgabe brauchen aber die Agenzien des Systems hei 
Verwendung von Hexose-di-phosphorsiure-ester als fertigem Substrat 
nicht mehr zu lésen. Eine Folgerung aus unseren Befunden war, dab 
selbst im Augenblicke der Zerlegung des Zymo-di-phosphats keine be- 
sonders zerfallsbereite Form des Zuckers entsteht oder sich mindestens 
nicht so lange halt, da ihr eine gréBere Gargeschwindigkeit als dem in 
Umwandlung begriffenen Gleichgewichtszucker zukime. Selbst bei Zu- 
gabe von Arsenat, das eine auf Phosphatase-aktivierung bezogene, in ihrer 
Ursache unbekannte Wirkung*) ausiibt, wird nur die Angirung des 
Hexose-di-phosphorsaure-esters gegeniiber der von einfachen Zuckern be- 
schleunigt. Der Unterschied wird bald ausgeglichen, und schlieBlich eilt 
der Zerfall beim gewéhnlichen, nicht phosphorylierten Zucker dem des 
kiinstlich dephosphorylierten Esters voran. Inzwischen sind auch von 


1) C. Neuberg, E. Farber, A. Levite und E. Schwenk, diese Zeitschr. 
83, 244, 1917; C. Neuberg, ebendaselbst 103, 320, 1920. 

2) OC. Neubera und M. Kobel, ebendaselbst 166, 488, 1925; 174, 480, 1926. 

8) Nach C. Newberg und M. Kobel (diese Zeitschr. 174, 493, 1926) 
hemmt Arsenat die Phosphorylierung; es scheint aber hauptsachlich die 
Spaltung des Diphosphats, nicht die anderer Ester zu aktivieren. 
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ancerer Seite Betrachtungen zu dem Problem mit dem Ziele angestellt 
worden, die Schwierigkeiten zu iiberwinden, die ein starres Festhalten an 
der urspriinglichen Harden- Y oungschen Garungsgleichung in sich birgt. 
A. Harden") selbst hat eine Art carboligatischer Synthese des Hexose- 
di-phosphats aus Bruchstiicken niederer MolekulargréBe in Erwigung 
gezogen, und ahnliche Gedanken sind auch von Lebedew, Euler, Kluyver 
sowie Raymond geiuBert. In den Vordergrund des Interesses ist nun 
neuerdings die Hexose-mono-phosphorsdure geriickt, die A. Harden und 
R. Robison®) als Begleiter des Zymo-di-phosphats aufgefunden haben 
und deren Reindarstellung R. Robison*) gegliickt ist. AuBer dieser 
Hexose-mono-phosphorsiure sind noch zwei andere bekannt. Die eine 
ist von C. Neuberg*) durch partiellen Abbau des Hexose-di-phosphats 
mittels verdiinnter Siuren gewonnen; hierbei wird der zur Carbony]- 
gruppe in vizinaler Stellung befindliche Fhosphorsiure-rest abgestoBen. 
Ferner existiert eine Glucose-mono-phosphorsiure, die durch gestufte 
Hydrolyse — sei es mit Siure, sei es mit phosphatasefreier Invertase — 
aus Rohrzucker-phosphorsiure bereitet werden kann5); bei diesen 
Prozeduren wird die Disaccharid-bindung im Rohrzucker-anteil des 
Saccharo-phosphats gelést, wihrend Phosphorsiure an der Glucose- 
komponente haften bleibt. 


Fir die beiden letztgenannten Hexose - mono - phosphorsiuren 
ist schon friiher eine Vergdrbarkeit durch lebende Hefe festgestellt 
und hervorgehoben®); hierdurch unterschieden sie sich deutlich vom 
Hexose-di-phosphat, das unter keinen Umstinden durch lebende 
Hefen zur Vergiirung gebracht werden konnte. 


Die Yornahme eines. neuen Vergleichs unter Einbeziehung des 
von Robison erhdltenen und untersuchten Isomeren hat unsere 
friiheren Erfahrungen bestatigt. Sowohl mit lebender Oberhefe als 
mit frischer Unterhefe erfolgt eine langsame Vergirung aller drei 
Hexosen-mono-phosphate; sie setzt aber erst allmiahlich ein, so dab 
es den Anschein hat, als ob eine Dephosphorylierung oder eine andere 
Umformung vorangehen miisse. AuBerdem bleibt auch bei 72 Stunden 
wihrender Dauer diese Vergirung unvollstindig. Sie erreicht dann 
nur beim Neubergschen Ester und mit Unterhefe etwa die Halfte des 


1) A. Harden, Alcoholic. Fermentation, ITI. Aufl., 1923, S. 109. 

2) A. Harden und R. Robison, Proc. Chem. Soc. 80, 16, 1914. 

8) R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

*) C. Neuberg, diese Zeitschr. 88, 432, 1918. 

5) C. Neuberg und H. Pollak, ebendaselbst 28, 515,; 26, 521, 1910; 
I. Hatano, ebendaselbst 159, 175, 1925; S. Sabetay und L. Rosenfeld, eben- 
daselbst 162, 469, 1925; C. Newberg und S. Sabetay, ebendaselbst 162, 479, 
1925. 

*) Hatano, Rosenfeld, Neuberg und Sabetay, }. c. 
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theoretischen Umfangs, wahrend freier Zucker zu 50 Proz. schon in 
60 bis 75 Minuten zerfallen war, wo bei allen drei Monophosphaten 
die Garung noch nicht angefangen hatte. 


Schneller erfolgt die zellfreie Vergdrung dieser drei Hexosen-mono 
phosphorsiuren, aber auch dabei miissen wir wieder konstatieren, 
daB die Spaltung der gewéhnlichen, nicht phosphorylierten Glucose 
sowie Fructose schneller und reichlicher vonstatten geht. 

Die Unterschiede in der Vergirbarkeit der drei Hexosen-mono- 
phosphorsaure-ester durch lebende Hefen sind nicht so ausgesprochen 
daB sie bis jetzt zu weitreichenden Schliissen berechtigen wiirden 

Bei zellfreier Vergirung ist die Vorzugsstellung der nicht ver- 
esterten Zucker ebenfalls unverkennbar. Die alkoholische Spaltung 
setzt rascher ein und erreicht einen gréferen Umfang. Zu einer Zeit, 
wo die Hialfte sowohl vom Trauben- als vom Fruchtzucker zerfallen 
ist, sind von den Mono-phosphaten nur 20 Proz. umgesetzt. Auch 
mit Mazerationssaft beginnt die Vergirung bei dem (durch Abbau aus 
Zymo-di-phosphat gewonnenen) Neubergschen Mono-ester am schnellsten 
und ist zugleich am reichlichsten. Diese Verbindung steht allem An- 
schein nach der Fructose am nichsten, die, wie auch unsere Versuche 
wieder lehren, éfter mit gréBerer Geschwindigkeit als Glucose fiir sich 
girt. Einzelheiten kann man den Tabellen | bis II] entnehmen. 

Wie erwiahnt, tritt die schlechtere Vergirbarkeit der Mono- 
phosphate auch bei der Versuchsanordnung des zellfreien Systems 
zutage, und man mu sich daher fragen, welche Umstiinde dieses Ver- 
halten bedingen kénnen. Die verschiedenen Méglichkeiten sollen 
nicht erértert werderl, aber wir méchten auf einen Befund hinweisen, 
den wir in Fortfiihrung unserer friiheren diesbeziiglichen Versuche') 
gemacht haben. Wir konnten vor einiger Zeit beweisen, daB zwischen 
Fruchtzucker und Alanin sich im Neutralititsbereich eine augen- 
blicklich verlaufende Reaktion abspielt und in einer Drehungsinderung 
zum Ausdruck kommt. Weiterhin®) hatten wir gefunden, daB in be- 
sonders ausgeprigtem Mafe das Hexose-di-phosphat zu einer solchen 
Reaktion mit verschiedenen Aminosiuren befihigt ist. Eine ein- 
tretende Vereinigung der Komponenten kann nur locker sein; denn 
wir haben in vergleichenden Versuchen festgestellt®), daB solche 
Gemische von Zucker und Aminosiuren keineswegs unvollstindig, 
sondern teilweise sogar beschleunigt vergoren werden, Es ist nun 
denkbar, da in entfernterer Analogie zu den bekannten Reaktionen 
von Phosphorsiure mit Proteinen auch die Zucker-phosphorsiuren 
mit EiweiB und seinen Spaltungsprodukten in eine Kombination 


1) C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 162, 496, 1925. 
2) Dieselben, ebendaselbst 174. 464, 1926. 
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Tabelle Vergérungen mit frischer Patzenhofer Unterhefe. 
com CO, aus je 10 ccm Girgemisch bei 27° 
Zeit 1g frische Unterhefe und Substratkonzentration gleich 
e 
m/8 m/8 m/8 Hexosesmonosphosphat 
Fructose Glucose a) b*) — 
Zu Beginn 0 0 0 0 0 0 
Nach ; 45 4.6 0 0 0 0 
tls 12.6 13,3 0 0 0 0.1 
P 22. 3 26.0 0.1 0 0 02 
l 30.2 35.0 0.1 0 0 0.2 
1), 38,4 42.4 O04 05 0.2 0.2 
1?/, 40.0 43.4 04 05 0.2 03 
3 44.6 46.0 0.5 1.3 02 1,0 
4 46.6 47.6 05 1,3 0.2 1,0 
81), 48,0 48,1 3.1 2,1 1.0 10 
23 51,8 51,6 58 54 11 27 
34 52.8 52,1 13.0 10.0 6.9 2,7 
46 53,7 53,7 . 16.9 13,0 11.2 3.0 
48 54.6 54.6 18.0 13.8 12.6 34 
51 55.6 55.2 19.6 15,1 14.5 36 
53 55.6 55,2 20.5 15.9 15.7 3.6 
55 55.6 55,2 21.5 16,6 16.9 3.6 
72 56,0 55.2 26.3 20.8 22,3 3.6 
*) a = hexosesmonosphosphorsaures Natrium aus Zymosdisphosphat (Neubergscher Ester). 
**) b = hexosesmonosphosphorsaures Natrium aus Saccharosephosphat. 
***) ¢ = Natriumsalz der Robisonschen Saure 
Diese Bezeichnung (a, b, c) wird auch im folgenden beibehalten. 
Tabelle II. Vergirungen mit frischer Oberhefe Sinner. 
com CO, aus je 10 ccm Gargemisch bei 27° 
" . Zeit 18 frische Oberhefe und Substratkonzentration gleich 
« (3) —_ ——EEE 
m/8 m/8 m/8 Hexose-mono-phosphat 
Fructose Glucose - b ‘ 
Zu Beginn 0 0 0 0 0 0 
Nach 4, Std. . 0.3 0.3 0 0 0 
he agg 24 2.2 0 0 0 0 
 P 78 8.4 0 0 0 0 
i, y 23.0 26.5 0,2 0.3 0 0,1 
1} $s 27.0 32.5 0.2 0.6 0 0.1 
3 37,8 41.5 0,2 1,2 0,1 0.1 
oe 4 43.6 0.2 1.2 0.1 0,1 
” 81), 2.1 43,7 1,2 3.1 0,3 0.1 
23 i in 43,1 47.0 1.9 3.7 03 0.1 
. 34 “ay 43,2 47.0 7.9 55 26 0,1 
. 46 en" 44.4 48.6 10.0 5,7 26 0,4 
, 4 “y= 45.4 49.5 10.7 6,0 29 04 
51 45.9 50.0 11.7 6.4 35 04 
» 53 45.9 50.0 12,4 6.6 3.9 04 
55 45.9 50.1 12.8 68 4.5 0.4 
Ta ‘ 46.0 50.0 17.0 9,1 9.0 0.4 
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Tabelle 111. 
Zellfreie Vergérungen. 





com CO, aus je ¥ com Girgemisch bei 26° 


Substratkonzentration gleich 


m/12 m/12 m/12 Hexosesmono-phosphat 


Fructose Glucose 
4 c 


~ 
- 


Zu Beginn .. 0 
Nach }, Std. . 0 
a Spur 

, = 12.0 
me.» « 7 12,7 

.. ae ; 12,9 

Bin » « 13,2 

4 — é 5 18,4 

10 — 25,8 

22 Ss 34.3 

24 5 39.0 

26 i 42.4 

28 a — 444 

30 = itd - - 45.5 . 

32 ar 46,7 . 35,8 

48 et 26 - 49,2 5.: 38,6 


ANnas 
>> > 


treten, die eventuell nur langsam oder unvollstandig reversibel gemacht 
wird. Um dieses zu prifen, haben wir als Reagens direkt Hefensaft 
benutzt, der 24 Stunden alt und nicht mehr garfahig war. Man mub, 
um polarimetrisch die Vorgiinge verfolgen zu kénnen, dabei einen 
Kunstgriff anwenden. Der Mazerationssaft ist, wie friiher der eine von 
uns festgestellt hat'), schwach livogyr,‘aber er ist fiir gewéhnlich 
dunkel und ein wenig opak. Eine fiir die optische Durchsicht aus- 
reichende Klairung erreicht man durch ganz kurzes Erwirmen im 
Wasserbad bis zu dem Augenblick, in dem eine deutliche, Flocken 
liefernde Koagulation erfolgt. Dabei mu8 man fortgesetzt riihren. 
Wenn man dann die Flissigkeit noch warm mit hinreichend Tierkohle 
schiittelt, so erhilt man nach Filtration eine nur gelbstichige Lésung 
von Inhaltstoffen der Hefenzellen, mit der die polarimetrischen Be- 
stimmungen unschwer auszufiihren sind, 

Fiigt man zu einem solchen Safte nun in Analogie zu unseren 
friiheren Versuchen gewéhnlichen Fruchtzucker oder die Hexose- 
mono-phosphorsiure-ester (letztere als Natriumsalze), so konstatiert 
man scharfe Drehungsinderungen®”), iiber deren GréBe die Tabellen LV, 
IVa, V, Va, VI und Vila Auskunft erteilen. 


1) OC. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 498, 1913. 
2) Diese Reaktionen der Zucker und besonders der Zuckerester ge- 
denken wir weiter zu studieren. 
Biochemische Zeitschrift Band 179. 30 
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Polarimetrische Prifungen. 
Tabelle IV. 





Zeit 


3 mol. Fructose + Hefensaft. Po =7 


3ccm 3 mol. Fructose 3 ccm Saft 








3ccm 3 mol Fructose J 
+ 3ccm Wasser + 3ccm Wasser +3ccm Satt (1 = 1 dem) 
Zu Beginn : - 25, 86° 0.67° 27,80° 1,27° 
Nach '/, Std. . — 25,94 0.65 — 27,95 1,36 
‘ He « 26.00 0.64 27,98 1,34 
l ~ 26.00 0.64 28.00 1,36 
I), — 25,95 0,64 27,95 1,36 
5), 25,90 0,65 27,92 1,37 
Drehungsanderung nach links. 
Tabelle 1Va. 
3 mol. Fructose + Hefensaft. py = 7 
Zale 3ccm 3 mol Fructose 3 com Sait 3ccm 3 mol. Fructose 4 
+ 3 com Wasser + 3com Wasser + 3 com Saft (1 = 1 dem) 
Zu Beginn — 25,50° — 0,66° — 27,42° 1,26° 
Nach 1 Std. . 25,60 — 0,64 ~ 27,50 1,26 
2 - 25.63 0,64 - 27.55 1,28 


Drehungsanderung nach links. 





Tabelle V. 
m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium aus Zymo-di-phosphat 
+ Hefensaft. py - 
3ccm m/2 3ecm m/2 
: 3ccm Saft 
Zeit Hexosephosphat a3 Hexosephosphat 4 (i = 1dem) 
+ 3ccm Waseer | * 3ecm Wasser + 3ccm Saft 

Zu Beginn + 0,76° — 0.63° + 0,90° 0,77° 

Nach 1 Std. . 0,76 — 0.65 + 1,46 1,35 

. 15S8td.. 0.76 — 0,65 + 1.85 1,74 


Drehungsanderung nach rechts. 


Tabelle Va. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium aus Zymo-di-phosphat 


+ Hefensaft. py . 





Zeit 


Zu Beginn 
Nach !, Std. . 


3cem m/2 3ccm m/2 
3ccm Saft 
Hexusephosphat ee 5 Hexosephosphat 4 (1 = 1dem) 
+ 3ccm Wasser | * 3com Wasser + 3com Saft 
L. 0,75° — 0.66° + 0,99° 0,90° 
+- 0,77 — 0,65 + 1,37 1,25 


Drehungsanderung nach rechts. 
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Tabelle VI. 
m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) 
+ Hefensaft. py 7. 
3ccm m/2 3com m/2 
, 3ccm Saft 
Zeit Hexosephosphat ~~ , Hexosephosphat sil Idem) 
+ 3ecm Wasser + 3ccm Wasser + 3eom Satt 

Zu Beginn + 1,15° 0 64° + 115° 0.64" 
Nach | Std. 115 0 65 + 116 0,66 

2 Std. 1,16 0.65 + 1,16 0.65 

3 1,18 0.64 + 1,18 0.64 

4 1,20 - 0.65 +- 1,21 0.66 


Drehungsanderung nach rechts. 


Tabelle Via. 


m/2 hexose-mono-phosphorsaures Natrium (nach Robison) 





Hefensaft. py 7. 
3ecm m/2 : 3com m/2 
Zeit Hexosephosphat + jem bao Hexosepnosphat J (l= Idem) 
+ 3ccom Wasser com Wesser! + 3ccm Satt 
Zu Beginn .. . + 1,20° 0 65° + 1,16° 0.61° 
£ 
Nach I'/, Std. . + 1,18 0,64 +- 1,18 0.64 


Drehungséinderung nach rechts. 


Es mu zunichst dahingestellt bleiben, ob es sich dabei um Kom- 
bination des Zuckers und der Zucker-phosphorsaure-ester mit genuinem 
HefeneiweiB handelt, oder ob im Hefensaft vorhandene proteolytische 
Abbauprodukte beteiligt sind. Die Drehungsinderungen, die wir mit 
Hefensaft bei seiner Einwirkung auf die Zucker gefunden haben. sind 
durchaus den friiher von uns beschriebenen Effekten von Eiweil 
bausteinen vergleichbar, und man darf ihnen dieselbe Bedeutung fii 
Fragen der Girungs- und Blutzucker-physiologie beimessen, auf die 
wir damals hingewiesen hatten. 

Die Umsetzungsméglichkeit von Zucker mit Zellinhaltsstoffen ist 
schon oft Gegenstand der Erérterung gewesen. Eine grobe Literatur 
liegt tiber die Frage vor, ob Kohlehydrate sich mit Eiweif zu mehr 
oder minder festen Addukten vereinigen kénnen. Am Anfang dieser 
Forschungen stehen die Untersuchungen von F. Schenk'), der eine 
Verbindung von Traubenzucker mit den Proteinen des Blutserums 
angegeben hat, und das Problem hat einen gewissen AbschluB in den 
Arbeiten von L. Langstein®) gefunden, der gleichfalls einen lockeren 
Zusammentritt von verschiedenen Zuckern mit Globolinen beobachten 


1) F. Schenk, Pfliigers Arch. 46, 607, 1890. 
2) L. Langstein, Monatsh. f. Chem. 24, 445, 1903; 25, 453, 1904; H. 42, 
171, 1904. 
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konnte. Auf anderer Grundlage, als wir sie friiher fiir unsere polari- 
metrischen Untersuchungen gewiahlt hatten, ist jiingst von H. Prings- 
heim und M. Winter') eine Kondensierbarkeit von Zucker mit Eiweib 
dargetan; sie beschreiben, daB pepsinverdaute Proteine sich mit den 
Produkten der Amylolyse, insbesondere auch mit Maltose, derartig 
verbinden, daB — mit Fehlingscher Lésung gemessen — das urspriing- 
liche Reduktionsvermégen des Zuckers vermindert ist. In diesem 
Zusammenhange muB ferner auf iltere, sehr interessante Feststellungen 
von S.J. Thannhauser und G. Dorfmiiller?) verwiesen werden, nach 
denen die in den Nucleinsiuren vorgebildeten Pyrimidine sich in 
wisseriger Lésung mit Mono- und Di-sacchariden zu Kérpern von 
glucosidischer Struktur vereinigen. 


Der SchultheiB-Patzenhofer-Brauerei haben wir fiir die Gewahrung 
von Hefe sehr zu danken. 


1) H. Pringsheim und M. Winter, diese Zeitschr. 177, 406, 1926. 
2) S. J. Thannhauser und G. Dorjfmiiller, Ber. 47, 1304, 1914. 
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Anhang. Seite 

I SD Ko aSee chen ye SO aoe Bae 0 Wie te 4s 
ee ee ee ee ee ee ee a a 
See ee ee ST eee ae 
ss! $s Ws Ak stsGew ts otk wor eth oh ee 


Wenn bisher iiber die meisten Vorginge bei der Tabakgewinnung 
ein undurchsichtiger Schleier gebreitet ist, so miissen verschiedene 
Ursachen hierfiir verantwortlich gemacht werden. Die Prozeduren, 
denen der Tabak zur Uberfiihrung in das verwendungsfihige End- 
produkt unterworfen wird, werden teilweise in fernen Landern geiibt 
und als Geheimnisse der Fabrikation gehiitet. Die an den verschiedenen 
Stellen der Erde im Gebrauch befindlichen Methoden sind allem An- 
schein nach unter sich nicht gleich. Wird doch Tabak in den Tropen 
wie bis nahe zum Polarkreis kultiviert, und die manchmal primitiven 
Vorrichtungen zur Vorbereitung, Trocknung und Weiterverarbeitung 
des geernteten Tabakblattes unterscheiden sich naturgemaB unter 
den abweichenden klimatischen Verhiltnissen nicht unbetrichtlich. 
Die Behandlung des Tabakblattes ist verschieden, indem sie zwischen 
den Extremen der einfachen Trocknung und denen einer regelrechten 
Vergirung schwankt. Die Temperaturen, die bei diesen Hergingen 
zur Anwendung gelangen, sind nicht scharf festgelegt, sondern werden 
in den Betrieben vielfach nach Empirie gewahlt. Diese Verhiltnisse 
tragen dazu bei, daB z. B. selbst bei Verwendung identischer Sorten 
aus unmittelbar benachbarten Orten der tabakbauenden Bezirke 
Deutschlands ganz ungleiches Material auf den Markt kommt. 

Die hieraus sich ergebenden Schwierigkeiten fiir eine Beurteilung 
derjenigen chemischen Vorginge, die nach Erntung des Tabakblattes 
ablaufen, sind iiberaus groB. Abgesehen von einer Differenz der Arten, 
die mit Abhangigkeit von Diingung und Standort in gewissen physio- 
logischen Grenzen eine ungleiche chemische Zusammensetzung der 
einzelnen Sorten von Tabakblattern bedingen kann, mu es einen 
bedeutenden Unterschied ausmachen, ob lediglich eine schnelle Dérrung 
oder eine mit Vergiirung verbundene langsame Trocknung oder eine 
regelrechte Fermentation nach vorausgegangener gesonderter Trocknung 
eingeleitet und durchgefiihrt worden ist. Das Problem wird weiter 
dadurch kompliziert, daB man zu unterscheiden hat zwischen rein 
chemischen und biochemischen Umsetzungen im gepfliickten Tabak- 
blatt, und daB beide Vorginge beeinfluBt werden einerseits durch 
die Substanzen und Agenzien des reifen Tabakblattes selber und der 
auf ihm angesiedelten Mikroorganismen andererseits. 

Die im folgenden mitgeteilten Untersuchungen betreffen von 
den vielen sich aufdringenden Fragen zunichst nur einen Ausschnitt. 
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Vorgange im Tabakblatt. 


Sie bringen Beitrage zur Kenntnis der Umwandlungen, denen die 
Kohlehydrate des Tabakblattes unterworfen sind. Versucht man, 
aus den bekannten und ausgezeichneten Lehrbiichern der Tabakkunde 
(v. Babo-Hoffmann, Kipling, Witte und Wolff) hieriiber Auskunft zu 
erlangen, so begegnet man der Schwierigkeit, dab schon infolge mangel- 
hafter Kenntnis von der Zusammensetzung des Tabakblattes die 
Verfasser der betreffenden Werke hieriiber nur wenig anzufiihren 
vermégen. Im Vordergrund des Interesses haben fast immer Be- 
trachtungen der Vorgiinge gestanden, die sich an den stickstoffhaltigen 
Bestandteilen (EiweiB, Amiden sowie Nicotin und Nebenalkaloiden) 
abspielen, oder Untersuchungen iiber die Mineralstoffbestandteile 
des Tabaks in ihrem EinfluB auf die Giite des Enderzeugnisses. Die 
Umwandlung stickstoffhaltiger Bestandteile besteht nach den An- 
gaben der Literatur') zum Teil in einer mehr oder weniger weitgehenden 
Proteolyse genuiner EiweiSkoérper, teils in einer Umformung vorhandener 
Saureamide?), teils in einer Desaminierung, zum Teil auch in Ver- 
ainderungen des Nicotins und anderer fliichtiger Basen. Die letzteren 
sind, da das Nicotin den charakteristischen Bestandteil des Tabaks 
ausmacht, besonders eingehend untersucht, aber mit widerspruchs- 
vollen Ergebnissen'). Nach Daten des Schrifttums ist der Gesamt- 
stickstoffgehalt in der vergleichbaren Trockensubstanz vergorener 
Tabakblatter nicht immer deutlich gegeniiber dem Stickstoffgehalt 
des frisch geernteten Blattes verringert. Das wiirde besagen, dai 
wohl Umgruppierungen im Stickstoffmaterial stattfinden kénnen, 
nicht aber dessen weitgehende Eliminierung zu erfolgen braucht. 
Anders liegen «lie Verhiltnisse beziiglich der Kohlenhydrate des 
Tabaks. Bei dem mit Reifungszustand und Tageszeiten wechselnden 
Gehalt der Blatter an Starke unterliegt die Menge der Zuckerarten 
in Tabakblattern naturgemiB groBen Schwankungen. Nach einer 
Angabe von H. Miiller-Thurgau*) kommen im vollreifen Tabakblatt 
bis 43 Proz. von der Trockensubstanz an Starke vor. Einer Dissertation 
von D. Tollenaar*) entnehmen wir, daB bei dem in Niederlindisch- 
Indien gebriiuchlichen Vorgehen die Blatter méglichst vor Tages- 
anbruch geerntet werden, also zu einem Zeitpunkte, wo infolge der 
nichtlichen Respiration jenes Polysaccharid weitgehend verbraucht 
ist. Aber eine solche Behandlung ist nicht tiberall tiblich und keines- 


1) KiBling, Nessler u. a. 

*) Interessante Einzelheiten iiber peptonisierende und ammonisierende 
Fermente siehe bei A. Smirnow, M. Maschkowzew, M. Drboglaw und 
P. Erygin, Berichte des russischen zentralen Instituts fiir Tabakforschung, 
Ergebnisse des Jahres 1925. 

3) H. Miiller-Thurgau, Landw. Jahrb. 14, 465, 1885. 
4) D. Tollenaar, Proefschrift, 1925. 
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wegs macht die Starke den bestandigen und konstantesten Kohlen- 
hydratbestandteil der Tabakbliitter aus. So wird der nicht zu ver- 
nachlassigende Gehalt des unfermentierten Tabakblattes an Roh- 
cellulose zu 8 bis 10 Proz. angegeben, wihrend er bei fermentiertem 
Material héher zu veranschlagen ist. 

Eine analytische Beschiftigung mit den Substanzen des Tabak- 
blattes zeigte uns, daB eine groBe Kérperklasse bisher allem Anschein 
nach ginzlich fiir die Bedeutung der im Tabakblatt sich vollziehenden 
Umsetzungen unbeachtet geblieben ist. Das ist die Gruppe der Furoide. 
Die letzteren findet man im wesentlichen in dreierlei Gestalt in der Natur 
vor, als Pentosane, als Pektinstoffe und als Glucuronide, von denen 
letztere sowohl] als kondensierte Kohlenhydrate wie als Saponine auf- 
treten. Nur iiber ein Vorkommen von Pektin liegen kurze Literatur- 
angaben vor. Bereits im Jahre 1868 haben Th. Schloesing und L. Gran- 
deau') Analysen veréffentlicht, aus denen ein Auftreten von Pektin- 
siure (acide pectique) im Tabak sich ergeben wiirde. Der Durch- 
schnittswert fiir den Gehalt verschiedener Tabaksorten an Pektinen, 
an deren Anwesenheit allerdings J. Kénig?) zweifelt, ist nach den 
Zahlen der Literatur auf rund 10 Proz. zu veranschlagen. Das kiime 
der Hilfte der vorhandenen Holzsubstanz, also einem wesentlichen 
Teil des harten Geriistmaterials im Tabakblatt, gleich. Es ist nicht 
ganz klar, ob die Zahlen der franzésischen Autoren sich auf frischen, 
getrockneten oder vergorenen Tabak beziehen. Im experimentellen 
Teil dieser Mitteilung wird berichtet werden, daB tatsichlich groBe 
Mengen Furfurol, 5 Proz. der Trockensubstanz und mehr, aus Tabak 
gewonnen werden kénnen. Dies gilt sowohl fiir frische als getrocknete 
wie fermentierte Blatter. 

Bei unseren Untersuchungen iiber fliichtige Bestandteile des 
Tabaks stieBen wir unter anderem auf den Methylalkohol (s. 8. 470). 
Nach den grundlegenden Untersuchungen von Th. von Fellenberg*) 
einerseits sowie von F. Ehrlich*) andererseit: ist Methanol] ein Baustein 
der Pektine. Das fiihrte uns zu der Vermutung, daB die soeben erwahnten 
Furoide mindestens zum Teil in Form von Pektin im Tabakblatt ent- 
halten sind. Das Furfurol, das durch Destillation mit Salzsiure aus 
Pektin hervorgeht, entstammt einer doppelten Quelle, einmal den 
im Riesenmolekiil der Pektine nach Ehrlich vorhandenen Pentosanen, 


1) Th. Schloesing und L.Grandeau, Le Tabac, 8S. 34 und 79. Paris 1868. 

2) J. Kénig, Chemie d.menschl. Nahrungs- u. Genu8m. ITI, 3, 306, 1918. 

3) Th. v. Fellenberg, Mitt. aus dem Geb. d. Lebensmitteluntersuchungen 
u. Hygiene des Schweizer Gesundheitsamtes 5, 172 u. 225, 1914; Chem. 
Centralbl. 1914, II, 501 und 942; diese Zeitschr. 85, 45 und 118, 1918. 

4) F. Ehrlich, Chemiker-Ztg. 41, 197, 1917; F. Ehrlich und R. v. Sommer- 
feld, diese Zeitschr. 168, 263, 1926. 
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andererseits der d-Galakturonsaure; diese ist in hervorragender Weise 
am Aufbau der Pektine als deren Elementarkérper mit saurer Funktion 
beteiligt, und sie spaltet gleich der ihr isomeren d-Glucuronsaéure bei 
Behandlung mit heiBer Mineralsiure ein Molekiil Kohlendioxyd ab. 
Nach der von K. U. Lefévre und B. Tollens') zur quantitativen und 
qualitativen Bestimmung der Uronsiure empfohlenen und seither 
von Ehrlich und v. Sommerfeld (|. c.), Nanji, Paton und Ling*), Norris 
und Schryver*), O’ Dwyer*) sowie Schmidt und Vocke®) auf die Pektine 
angewendeten Methodik konnten wir leicht die Gegenwart einer Uron- 
siure in Tabakblattern nachweisen. Zudem konnten wir eine Substanz 
aus Tabak abscheiden, mit der die Naphthoresorcin-reaktion in der 
fiir Uronsiuren charakteristischen Weise positiv ausfillt. Diese Probe 
tritt nicht allein mit Glucuronsiure, sondern auch mit Galakturon- 
siure (Aldehyd-schleimsiure) ein®). Halt man diese Befunde von 
Furfurol, Methylalkohol, Kohlensiure und mit Naphthoresorcin 
typisch reagierender Substanz zusammen, so gelangt man zu der Uber- 
zeugung, daB Schloesing und Grandeau in ihrer vor nahezu 60 Jahren 
erschienenen Abhandlung in bezug auf ein Vorkommen von Pektin 
im Tabak das Richtige getroffen haben. Namentlich aber haben wir 
festgestellt, daB der Methylalkohol im Tabakblatt in einer Form pri- 
formiert ist, welche auf nichts anderes als auf Pektin zuriickgefiihrt 
werden kann. Nach den angefiihrten Untersuchungen von v. Fellenberg 
und Ehrlich liegt im Pektin ein Methylester vor. Tatsichlich gelang 
es uns, aus den zu den Analysen verwendeten 25 verschiedenen Sorten 
von Tabak ganz ungleicher Herkunft. ausnahmslos durch milde 
Verseifung Methylalkohol' in der fiir Pektin kennzeichnenden ‘Weise 
abzuspalten. 

Bei diesen Untersuchungen haben wir weiterhin beobachtet, 
daB auch ohne die zur Hydrolyse meist benutzte Lauge schon durch 
einfache Destillation mit Wasserdampf bei praktisch neutraler Reaktion 
25 bis 40 Proz. des Methylalkohols in Freiheit gesetzt werden. Fast 
genau so verhielt sich, was, soviel wir sehen, noch nicht bekannt 
gewesen ist, ein Rohpektin aus Riiben. Da Methylalkohol in Gestalt 
einer leicht Holzgeist verlierenden Vorstufe im Tabakblatt vorkommt, 
ist bemerkenswert, und dieses Ergebnis erschien uns in bezug auf 
die Verwendung, die das Tabakblatt schlieBlich findet, von so beacht- 


1) K. U. Lefévre und B. Tollens, B. 40, 4517, 1907. 

2) D. R. Nanji, F. J. Paton u. A. R. Ling, Chem. Centralbl. 1925, LI, 394. 
3) F. W. Norris und S. B. Schryver, Biochem. Journ. 19, 692, 1925. 
4) M. H. O’ Dwyer, ebendaselbst 20, 656, 1926. 

5) E. Schmidt und F. Vocke, B. 59, 1585, 1926. 

8) J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 148, 1908; F. Ehr- 


lich. 1. c., 1917. 
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licher Bedeutung, daB wir eine groBe Reihe von Tabaksorten in ver- 
schiedenem Zustande — frisch geerntet, getrocknet und vergoren — 
auf den Gehalt an abspaltbarem Holzgeist gepriift haben. 

Dabei hat sich nun eine iiberraschende Tatsache ergeben. Die 
Menge des gesamten, zunichst in Esterform vorhandenen Methyl- 
alkohols betrug in frischen Blattern mit groBer RegelmiBigkeit 7 bis 
8 Prom., berechnet auf die Trockensubstanz. Zu dieser Zah! sind wir 
durch Untersuchungen an sechs im Garten des hiesigen Instituts 
kultivierten Sorten') gelangt. 

Nun hatten uns die Furfurol- und Kohlendioxyd-bestimmungen in 
getrockneten und vergorenen Tabaken gezeigt, daB diese Bausteine 
des Pektins die Prozeduren der Wasserentziehung und Fermentation 
iiberdauern, also offenbar recht bestindig sind. Von grofem Interesse 
war die Frage: gilt ein gleiches auch fiir den Methylalkohol’ Das 
Resultat der Priifung von 25 Sorten ungleicher Provenienz war folgendes : 
Uberall ist Methylalkohol zugegen. In gebrauchsfaihigen, dunkel- 
farbigen Zigarrentabaken betrug der Methylalkoholgehalt nur noch 
durchschnittlich 1 Prom. Er war also auf den siebenten bis achten Teil 
des urspriinglichen Wertes frischer Blatter herabgesunken. Bezieht man 
diese Zahlen auf die wasserfreie Substanz dachreifer Blatter, so macht 
der Methylalkoholgehalt nach der Fermentation sogar nur noch */, 
bis '/,, des Anfangswertes aus. Diese Feststellung haben wir getroffen 
fiir Hockenheimer Tabak als deutsches Erzeugnis und fiir folgende 
exotische Tabaksorten: Sumatra I, Il, Java, Bezocki-Java, Java- 
Kuba, Domingo I, I1, Maryland, Kentucky, Brasil, St. Felix, Trapezunt. 

Was unvergorenen und getrockneten Tabak anbelangt, so waren 
wir bisher nur imstande, ein in Deutschland angebautes und hier ge- 
trocknetes Gewiichs zu verwenden. An diesem Material haben wir 
ermitteln kénnen, daB durch den Proze$ der Trocknung, Dachreifung, 
allein der Methylalkohol nicht abgespalten wird, sondern daB im Gegen- 
teil der Methoxylgehalt der Trockensubstanz ansteigt ; das ist erklarlich, 
weil andere Substanzen, insbesondere die Starke, wihrend der Dach- 
reife verschwinden. Von den iiberseeischen Sorten standen uns vor- 
laufig lediglich gebrauchsfihige Blatter fiir unsere Untersuchungen 
zu Gebote. Selbstverstandlich haben wir bei den nicht selbst gezogenen 
Rohstoffen nicht fertige Zigarren- oder geschnittene Rauch-tabake 
benutzt, sondern zur Schaffung durchsichtiger Verhiltnisse die un- 
verarbeiteten Blatter, wie sie im gebiindelten und verwendungsbereiten 
Zustande importiert werden. 


- . * . ee . ‘ 
1) Herrn Geheimrat Busse sind wir fiir die Uberlassung von Pflinzchen, 
die von ihm aus reinem Samen gezogen waren, zu wairmstem Danke ver- 
pflichtet. 














sari dels ae ru 




















Vorginge im Tabakblatt. 465 


Da der Methylalkohol bis jetzt nicht als ein Bestandteil der Tabak- 
blatter isoliert worden war, haben wir ihn nicht allein durch Reaktionen 
und quantitative Analysen (nach drei verschiedenen Methoden) nach- 
gewiesen, sondern auch seine Darstellung in Substanz durchgefiihrt, 
von der wir 10 ccm in corpore haben abscheiden kénnen. Er ist damit 
wohl iiberhaupt zum ersten Male aus einem Pektinkérper in natura 
erhalten und durch seine physikalischen Konstanten charakterisiert 


worden. 

Fiir die Frage nach den Vorgangen bei der Tabaktrocknung und 
Fermentation erscheint nun folgende Beobachtung von Bedeutung 
Den geringen Methoxylgehalt haben wir an den angegebenen 13 fertigen, 
dunkelfarbigen Zigarren- und Pfeifentabaken konstatiert. Zwar hat es 
uns bislang an der Méglichkeit gefehlt, die exotischen Sorten in frischem 
Zustande auf ihren Ertrag an gebundenem Holzgeist zu priifen, aber 
die Arten, die in Deutschland geziichtet und von uns herangezogen 
sind, stammen von Gewichsen ab, die in den zuvor gekennzeichneten 
fremden Gebieten heimisch sind. Es ist zunachst nicht sehr wahrschein- 
lich, daB in der Zusammensetzung der frischen Tabakblitter ganz 
prinzipielle Unterschiede in bezug auf den Methoxylgehalt sich geltend 
machen werden, je nachdem sie hier oder in fremden Gegenden heran- 
wachsen; jedoch gedenken wir, diese Frage nebst ihren Konsequenzen 
im nichsten Jahre zu priifen. Bekraftigt wird unser Ergebnis zunachst 
durch den Umstand, daB in Deutschland gebauter und in Deutschland 
vergorener Tabak im frischen Zustande den Reichtum an gebundenem 
Methylalkohol und; ganz in der GréBenordnung der fremden Produkte, 
nach erfolgter Fermentation einen geringeren Gehalt an Holzgeist 
aufwies, 


Vielfach in der Gestalt der Blatter, noch mehr in der Farbe weichen 
nun die Zigaretten- und hellen Pfeifen-tabake von den dunklen Sorten 
ab. Dies deutet darauf hin, daB ihre Vorbehandlung anders ist, d. h. daB 
sie keine oder aber eine kurz dauernde Vergiirung durchgemacht haben 
und vorwiegend nur in getrockneter Form verwendet werden. Auf das 
beste mit einer solchen Auffassung wiirde nun die Tatsache harmonieren, 
auf die wir in diesem Zusammenhange die Aufmerksamkeit lenken 
miissen, nimlich der Umstand, daB alle diese hellen Sorten im Zustande, 
in dem sie zur Benutzung gelangen, einen hohen Methoxylgehalt be- 
sitzen. Er betrigt im Mittel nach unseren Untersuchungen an sechs 
Sorten 5 bis 7 Prom., ist also nahezu ebenso gro, wie der von ge- 
trockneten frischen Blattern. 

Wir werden in Fortsetzung dieser Studien bemiiht bleiben, frische 
und als gebrauchsfertig bezeichnete exotische Sorten nach dieser 
Richtung hin zu untersuchen sowie ausfindig zu machen, durch welche 
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Eingriffe und zu welcher Zeit Methylalkohol aus der Ursprungssubstanz 
in Freiheit gesetzt wird. 

Aber schon heute glauben wir auf den Befund hinweisen zu diirfen, 
daB nach der technischen Zubereitung, die hier sicherlich zum Teil 
in einer regelrechten Fermentation besteht, der Methylalkoholgehalt bei 
den dunkelfarbigen Zigarren- und Rauch-tabaken auBerordentlich 
erheblich gesunken ist. 

Dieses Verhalten bietet auch ein Interesse fiir hygienische und 
pharmakologische Fragen. Man wird annehmen diirfen, daB der so 
leicht abgegebene Holzgeist beim GlimmprozeB entweder unverindert 
entweicht oder zu Formaldehyd oder Kohlenoxyd wird. In allen diesen 
Fallen handelt es sich um Substanzen, deren Einatmung beim Rauchen 
sicherlich unerwiinscht ist; denn die Schleimhiute des Mundes sowie 
des Nasen-Rachenraums stellen auBerordentlich kraftig resorbierende 
Flachen dar, von denen aus der Methylalkohol mit Leichtigkeit in die 
Zirkulation geraten wirde. In Verbindung damit mu die Tatsache 
angefiihrt werden, daB nach neuerlichen Beobachtungen bei der Ver- 
wendung von selbstgezogenen und nicht vergorenen dunklen Tabaken 
mehrfach Sehstérungen beobachtet worden sind’). Man kénnte sich 
vorstellen, daB in Gegenwart sonst durch Fermentation entfernter 
Stoffe die Verbrennung des Methylalkohols im Rauchtabak noch un- 
vollstindiger bleibt als etwa in der normalen Zigarette. Im gewissen 
Sinne wiirde die Erfahrung tiber den schwicheren Methylalkoholgehalt 
des Zigarrentabakes auch mit der oft auftretenden Behauptung im 
Firklang stehen, daB die Zigarre als leichter bekémmliches Rauchgut 
zu gelten hat. 

Ob die erwahnte Ablésung von Methylalkohol sich auf ein Ferment 
zuriickfiihren laBt, etwa auf die Pektase, der die Fahigkeit zur Hydrolyse 
von Pektinestern zugeschrieben wird, mu den Gegenstand weiterer 
Untersuchungen bilden. Methylalkohol kann in der Pflanze wohl durch 
phytochemische Reduktion von Formaldehyd entstehen?) ; man kann die 
Frage aufwerfen, ob die Anhiufung von Holzgeist in Gestalt des Pektin- 
siure-esters ein reiches, jederzeit zur Verfiigung stehendes und beweg- 
liches Depot fiir die Bildung der methylierten Stickstoffbasen darstellt, 
die im Nicotin, N-Methylpyrrolin, den Nebenalkaloiden und im Betain*) 
vorhanden sind. Umgekehrt wird nach einer jiingst von A. Fodor 
und A. Reifenberg gemachten, aiuBerst bemerkenswerten Angabe‘*) 


1) Vgl. hierzu H. Rhode, Chem. Centralbl. 1928, IV, 542. 

2) C. Neuberg und E. Welde, diese Zeitschr. 67, 104, 1914. 

3) N. T. Deleano und G. Trier, H. 79, 243, 1912. 

*) A. Fodor und A. Reifenberg, Chem. Centralbl. 1926, I, 1620. 
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durch eine Oxydase Nicotin teilweise zu Pyridin, Methylamin und 
Kohlendioxyd abgebaut. 

Als eine Schwierigkeit fiir die Einsicht in dieses ganze Gebiet 
macht sich der Umstand fiihlbar, da®B eine Superposition ver- 
schiedener Vorgange wihrend der natiirlichen Umwandlung des frischen 
Tabakblattes in das genuBfihige Endprodukt statthat. AuBer rein 
chemischen Umsetzungen kommen, wie erwihnt, die enzymatischen 
Prozesse in Betracht, die von den im Tabakblatt vorhandenen Enzymen 
ausgehen, dann aber auch jene Umformungen, die von der Mikro- 
organismenflora verursacht werden. Auf dem Tabakblatt sind Pilze 
und Bakterien angesiedelt und sowohl wihrend des Trocknungsvorgangs 
als namentlich bei der angeschlossenen Fermentation tatig. Die erste 
Phase der Tabakzubereitung besteht darin, daB die Blatter einer lang- 
samen Trocknung bei Raumtemperatur unterworfen werden; dabei 
findet eine allmahliche Verdunstung der Hauptmenge des Wassers statt. 
Aber die Kleinlebewesen sowie immanente Blattenzyme haben wahrend 
dieser ,,Dachreifung hinlinglich Zeit zur Entfaltung ihrer Kriifte. 

Wie eingangs hervorgehoben wurde, sind die Kohlehydrate bisher 
in ihren Beziehungen zu den Vorgingen bei der eigentlichen Tabak- 
fermentation nicht voll gewiirdigt. Es handelt sich nicht allein um 
priformierte einfachere Zucker oder um Monosaccharide, die durch 
Blattenzyme etwa freigelegt werden, sondern auch um Kérper wie 
Pentosane, deren Angreifbarkeit durch Bakterien nicht mehr als zweifel- 
haft gelten kann. Bei der nicht immer gut beherrschten Technik der 
Trocknung, die nach den unsicheren Anhaltspunkten der Erfahrung 
geschieht, kann es vorkommen, da8 vorhandene Starke nicht vollig 
veratmet wird, sondern als solche oder in Gestalt diastatischer Abbau- 
produkte im dachreifen Tabak noch erhalten geblieben ist und bei den 
spiter eingeleiteten Garungsprozessen dann ein leicht angreifbares 
Substrat darstellt. Um uns dariiber zu orientieren, ob die einsetzenden 
Verainderungen iiberhaupt mit den Vorgingen der bekannten, fermen. 
tativ oder durch Organismen erzielten Zuckerspaltungen in eine Be- 
ziehung gebracht werden diirfen, haben wir gepriift, ob mit frischen 
Tabakblittern entsprechende Umwandlungen von Kohlenhydraten 
erreicht werden kénnen; dabei lassen wir es zunachst ganz dahingestellt, 
inwieweit in praxi Agenzien des Blattes und der Mikroorganismen 
zusammenwirken. Nachdem wir festgestellt hatten (s. 8. 469 und 470), 
daB unter den fliichtigen Produkten der frischen Tabakblatter sowohl 
Acetaldehyd als Athylalkohol als Zeugen einer zymatischen Tatigkeit 
vorkommen, haben wir das Abjfangverfahren auf einen Brei von frisch 
geernteten Tabakblittern angewendet und konstatiert, daB schon inner- 
halb 24 Stunden ein ProzeB beginnt, der den alkoholischen Garungen 
und manchen anderen Zuckerspaltungen vergleichbar ist, da es neben 
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CO,-Entwicklung zu einer deutlichen Anhdufung von Acetaldehyd kommt 
Derselbe kann zwei verschiedene Quellen haben. Eine kann in der in 
einer Wasserstoffatmosphare sich stairker dokumentierenden anaeroben 
Atmung gelegen sein, bei der sich nach Befunden von C. Neuberg und 
A. Gottschalk") Acetaldehyd als Durchgangsglied beim Alkohol liefernden 
Abbau der Zuckerarten zu erkennen gegeben hat. Zugleich ist aber zu 
bedenken, da®B sogar Hefen als Tabakblitter bewohnende Organismen 
von J. Behrens*) nachgewiesen worden sind; solche Géarungserreger 
kénnen eine zweite Ursache fiir das Auftreten abfangbaren und iiber 
die Brenztraubensiure-stufe erzeugten Acetaldehyds bilden. 

Des weiteren haben wir die saccharifizierenden Fermente im 
Tabakblatt studiert. J. Behrens*) hat sie hier vermiBt, doch haben 
J.du P. Oosthuizen und O. M. Shedd*) mitgeteilt, daB die im gerade 
gefliickten Tabakblatt vorhandenen Enzyme Di- und Polysaccharide 
zu zersetzen imstande sind. Quantitative Untersuchungen liegen 
aber, soweit wir sehen, nicht vor. Wir haben festgestellt, dab 100 g 
eigens zugefiigten Rohrzuckers von 200g Blitterbrei, die 34 g 
Tabaktrockensubstanz entsprechen, angenahert vollstandig hydrolysiert 
werden. Wir fanden die Tabakblatter auch befaihigt, hinzugegebene 
Starke anzugreifen, und zwar wurden 20g hinzugefiigter léslicher 
Starke wiederum von 34g Blattsubstanz innerhalb dreier Tage so 
weit abgebaut, daB die Reduktion nicht mehr zunahm, wihrend die 
Jodreaktion vollkommen verschwunden war. Es scheint, da unter 
den von uns gewahliten Verhaltnissen die Zerlegung nicht bis zu reiner 
Glucose fortgeschritten, sondern auf einer friiheren Zwischenstufe 
wenigstens teilweise stehen geblieben war. 

Zu den Agenzien, denen man fiir den Abbau der Monosaccharide 
eine Bedeutung beimiBt, gehéren die Hexose-di-phosphatase und die 
Ketonaldehydmutase. Beide Enzyme haben wir im Tabakblatt nach- 
zuweisen vermocht. Das Zymo-di-phosphat spaltende Ferment war 
in 200 g desselben Blatterbreis in solcher Starke vorhanden, daB es 5 g 
des Substrats in 0,5 proz. Lésung binnen zweier Tage zu nahezu 100 Proz. 
zerlegte. Die Ketonaldehydmutase befanden wir wirksam sowohl 
gegeniiber dem Methylglyoxal als dem Phenylglyoxal. 

Anhangsweise wollen wir erwihnen, daB auch im ungekeimien 
Tabaksamen Phosphatase wie Ketonaldehydmutase zugegen sind. 


1) C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 151, 167, 1924; 160, 
256, 1925. 

2) J. Behrens, Landw. Versuchsst. 45, 441, 1895. 

3) J. Behrens, Chem. Centralbl. 1894, I, 430. 

4) J. du P.Oosthuizen und O. M. Shedd, Journ. Amer. Chem. Soc. 35, 
1289, 1913; vgl. auch die Angaben von F’. Traetta Mosca (Chem. Centralbl. 
1914. I. 271) iiber ein Vorkommen dieser Fermente neben Oxydasen, 
Peroxydasen, Katalasen (O. Léw) und Proteasen. 
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Unter den vielen Problemen der Tabak-biochemie bietet die genaue 
Verfolgung der Verhaltnisse, die bei den Kohlenhydraten und den ihnen 
nahestehenden Siuren obwalten, ein Kapitel, das eine eingehende 
Erforschung verdient, und wir hoffen, hieriiber spiter neue Mit- 
teilungen machen, insbesondere auch Weiteres tiber die Trennung von 
enzymatischen und bakteriellen Kohlenhydratspaltungen angeben zu 


kénnen. 
Praktischer Teil. 

Zur Erlauterung der voranstehenden Ausfiihrungen und zum 
Beleg der SchluBfolgerungen lassen wir aus der sehr groBen Zahl von 
vorgenommenen analytischen Bestimmungen nunmehr die haupt- 
sichlichsten Daten, zum Teil in Tabellenform, folgen: 

Der Direktion der Uckermdrkischen Tabakverwertungs-Genossen- 
schaft zu Schwedt a. d. O., sowie Herrn Heinrich Landfried von der Firma 
P. J. Landfried in Heidelberg sagen wir fiir die Uberlassung von Tabak 
unseren besten Dank. 

I. Frischer Tabak. 
A. Nachweis priformierter Substanzen. 
1. Acetaldehyd. 

Frische Tabakblatter (Amersforter aus Schwedt a. d. O.) wurden ent- 
rippt und gemahlen. 1 kg dieses saftreichen Breies wurden nach Verdiinnung 
durch 2 Liter Wasser mit Wasserdampf in der fiir Aldehyddestillationen 
iiblichen Apparatur destilliert. Unter guter Kiihlung wurden 3 Liter 
Destillat aufgefangen und durch anreichernde Destillation in bekannter 
Weise konzentriert. Gegen Ende wurde eine Rektifikation mit etwas 
verdiinnter Schwefelsiure und eine iiber Tierkohle eingeschaltet. In dem 
schlieBlich 100 cem betragenden klaren Destillat wurde der Acetaldehyd 
quantitativ ermittelt. 

a) Qualitativer Nachweis. 

Einige Kubikzentimeter des Destillats gaben mit Nitroprussidnatrium 
plus Piperidin schnell eine deutliche Blaufarbung. Mit Fuchsin-Schweflig- 
siure trat Rotviolettfarbung ein, die auf Zusatz einiger Tropfen konzen- 
trierter Schwefelsiure sofort verschwand, ein Zeichen dafiir, daS neben 
Acetaldehyd kein Formaldehyd vorhanden war. Mit p-Nitrophenyl- 
hydrazin-acetat konnte Hydrazonausscheidung erzielt werden. 


B) Quantitative Bestimmung. 


Je 20cem Aldehydlésung dienten zur Titration nach Ripper-v. Fiirth. 
Danach wurden in 100cem Enddestillat, entsprechend | kg Blatterbrei 
oder 173,5g Trockensubstanz, 0,02255g, d. h. 0,130 Prom. Acetaldehyd 
gefunden. 

Der in gleicher Weise ebenfalls mit 1 kg gemahlener Blatter aus- 
gefiihrte Parallelversuch ergab 0,0198 g = 0,114 Prom. Aldehyd’'). 


1) Spuren fremder Aldehyde (z. B. des bekannten Blatteraldehyds 
a, B-Hexylenaldehyd) werden dabei naturgeméB8 mitbestimmt. 











470 C. Neuberg u. M. Kobel: 


2. Athylalkohol (neben Methylalkohol ). 


Der in den griinen Tabakblittern in geringen Mengen praformierte 
Athylalkohol wurde in gleicher Weise, wie beim Acetaldehyd angegeben 
ist, durch Wasserdampfdestillation abgetrieben. Es wurde ebenfalls an- 
reichernd destilliert, jedoch konnte bei dieser Gewinnung von Alkohol die 
Eiskiihlung in Fortfall kommen. Zur Bindung anwesenden Aldehyds, der 
beim Nachweise des Alkohols spater stéren wiirde, war es not- 
wendig, einmal iiber ein wenig Silberoxyd (AgNO, + NaOH) zu destillieren. 

Die Alkohollésungen wurden bei Anwendung von je | kg Blatterbrei 
(Amersforter) von 3 Liter jeweils auf 25 cem konzentriert; in diesen wurde 
der Alkohol durch verschiedene Reaktionen nachgewiesen. 

Die Jodoformprobe fiel positiv aus, die Priifung auf Aceton und Acet- 
aldehyd mit Nitroprussidnatrium dagegen negativ. Der exakte Nachweis 
des Athylalkohols wurde gefiihrt durch Oxydation mittels Chromsiure 
zu Acetaldehyd, nachdem dessen Abwesenheit im Alkohol-End-Destillat 
ja nachgewiesen war. 

Je 20 cem der Alkohollésung blieben mit 1 g Kaliumbichromat, gelést 
in 10 ccm Wasser, und 5 cem verdiinnter Schwefelséure 4% Stunde stehen; 
dann wurden unter guter Kiihlung 20 cem derart iibergetrieben, daB schon 
die ersten Tropfen in Eiswasser aufgefangen wurden. Das Destillat farbte 
sich auf Zusatz von Nitroprussidnatrium-Piperidin deutlich dunkelblau. 
Mit Fuchsin-Schwefligséiure trat nach kurzer Zeit intensive Rotviolett- 
farbung auf, die nach Zugabe von lccm konzentrierter Schwefelséure 
nicht verschwand. Das deutete auf Vorhandensein von Formaldehyd 
neben Acetaldehyd bzw. von primir Methylalkohol neben Athylalkoho!. 

Durch quantitative Analysen ergab sich, daB nur geringe Spuren 
Athylalkchol neben einer Hauptmenge von Hoizgeist, auf dessen Ursprung 
spiter eingegangen werden soll, zugegen sind. 

Die Alkohollésungen wurden nach drei verschiedenen Methoden 
quantitativ untersucht. Es wurden bestimmt: 

1. das spezifische Gewicht, 

2. der Methoxylgehalt nach Zeisel, 

3. der Methylalkohol nach der kolorimetrischen Methode. 

Die zwei ersten Methoden liefern die Summe der beiden in Betracht 
kommenden Alkohole, die dritte den Methylalkohol allein. Da bei Beziehung 
des spezifischen Gewichts und der Alkyljodidwerte auf Methylalkohol 
in praxi dieselbe Zahl erhalten wurde, wie bei der kolorimetrischen, lediglich 
den Methylalkohol anzeigenden Methode nach Denigés-v. Fellenberg, so 
folgt daraus, da8 nur Spuren Athylalkohol anwesend sein kénnen. Sie sind 
durch die empfindlichen, vorher angegebenen Reaktionen nachgewiesen. 

Das spezifische Gewicht (15°/4°) der je 25ccm betragenden Alkohol- 
lésungen belief sich nach Pyknometerwigungen bei Versuch 1 auf 0,99495 
und bei Versuch 2 auf 0,99513, d.h. sie enthielten 2,277 und 2,173 Proz. 
Methylalkohol. In 25cem, herstammend aus 173,5g Trockensubstanz, 
waren demnach 0,56925 g und 0,543 25 g, das sind in Versuch 1) 3,28 Prom. 
und Versuch 2) 3,13 Prom. CH, .OH, berechnet auf Trockensubstanz. 

Die Bestimmungen nach Zeisel wurden derart ausgefiihrt, daB 5 ccm 
einer 0,5- bis 1 proz. Methylalkohollésung (hergeleitet aus der pyknometrischen 
Ermittlung) mit 15 cem Jodwasserstoffsiure vom spezifischen Gewicht 
1,96 in bekannter Weise zur Reaktion gebracht wurden; das nicht ver- 
brauchte Silbernitrat ist nach Volhard zuriicktitriert worden. So wurde 
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in dem oben angegebenen Versuch 3,20 Prom. der Trockensubstanz an 
Methylalkohol gefunden. 


Die kolorimetrische Methylalkoholbestimmung beruht auf einer Oxydation 
des Alkohols zu Aldehyd und Farbbildung des Formaldehyds mit Fuchsin- 
Schwefligsiure auch in stark schwefelsaurer Lésung, in der Acetaldehyd 
mit dem Mittel nicht reagiert. Die Analysen wurden nach der Vorschrift 
von Th. v. Fellenberg') und unter Benutzung der von ihm angegebenen 
Tabellen vorgenommen; sie lieferten ausgezeichnete Resultate. 

Im vorliegenden Versuch 1 wurde so 3,15 Prom. CH, . OH (berechnet 
auf Trockensubstanz der frischen Blatter) gefunden. 

Die gleichartige Untersuchung frischer, in Dahlem gewachsener Blatter 
der Sorte Wongkong (China) und Latakia (Tiirkei) lieferte ebenfalls quali- 
tativ nachweisbare Spuren Athylalkohols. Die Resultate der quantitativen 
Alkoholbestimmungen, bezogen auf Trockensubstanz, sind in Tabelle I 
zusammengefaBt. 





Tabelle I. 
Prom. CH, .OH 
Gehalt an Methylalkohol 
Wongkong Latakia 
a) GemaB dem spezifischen Gewicht + ea 2,58 2.39 
b) Gema&B der Zeiselbestimmung . . : 2.62 2,29 
c) GemaB der kolorimetrischen Bestimmung , 2.61 


B. Girungsvorginge. 
1. Anwendung des Abjangverjahrens. 


Die Beteiligung von Gaérungsvorgiangen, bei denen Acetaldehyd als inter- 
medidres Produkt auftritt, wurde durch Fixierung des Aldehyds mittels 
Calciumsulfit?) nach dem Abfangverfahren nachgewiesen. 


Ansatze. 


a) 500g frischer Blatterbrei (Amersforter, Schwedt a. d. O.). 
1000 cem Wasser, 
100 g feuchtes, etwa 60proz. Calciumsulfit. 
b) 500g frischer Blatterbrei gleicher Herkunft, 
750 com Wasser, 
100 g desselben Calciumsulfits. 


Beide Ansaétze wurden mit Wattebéuschen verschlossen und unte1 
haufigem Umschiitteln bei 37° aufbewahrt. Nach 30 Stunden erfolgte die 
Aufarbeitung, indem unter Zusatz von je | Liter Wasser und 20g feinem 
Calciumcarbonat mit Wasserdampf destilliert wurde. Unter guter Kiihlung 
wurden 114 Liter Destillat aufgefangen und anreichernd unter entsprechen- 
den VorsichtsmaBregeln destilliert, wobei eine Rektifikation mit Schwefel- 
siure und eine mit Tierkohle vorgenommen wurde. Die erste entfernt 
basische Stoffe, die letztere dlige Beimengungen. In beiden Destillaten war 


1) Th. v. Fellenberg, diese Zeitschr. 85, 69, 1918. 

2) Bei diesem komplexen Garungsvorgang hat sich weder Dimedon 
noch Dinatriumsulfit bewahrt. Letzteres begiinstigt wegen seiner alkali- 
schen Reaktion das Aufkommen von Faulnisprozessen. 


Biochemische Zeitschrift Band 179. 8] 
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der Acetaldehyd qualitativ durch die Nitroprussidnatriumprobe und das 
p-Nitro-phenylhydrazon deutlich nachweisbar. Die quantitative Bestimmung 
wurde wieder durch die Titration nach Ripper-v. Fiirth vorgenommen. 


In den Ansitzen mit je 500 g frischem Blatterbrei = 86,75 g Trocken- 
substanz wurden in a) 0,10175 g und in b) 0,0781 g CH, .C HO gefunden, 
d. h. 1,173 Prom. in a) und 0,900 Prom. in b) (berechnet auf Trocken- 
substanz). Da 0,13 und 0,11 Prom. praéformierter Acetaldehyd in der Trocken- 
substanz derselben frischen Blatter (s. 8. 469) nachgewiesen worden sind, 
ist seine Menge durch den Garungsprozels rund neunmal gréBer geworden. 


2. Hexose-di-phosphatase. 


Die Hexose-di-phosphatase der frischen Tabakblatter wurde durch 
ihre Einwirkung auf das Natrium- und Magnesiumsalz') der Hexose- 
di-phosphorséiure nachgewiesen. Zum Vergleich wurden auch Spaltungs- 
versuche mit aufgekochtem Blatterbrei und Substrat sowie mit frischem 
Brei ohne Substrat angestellt. 


Ansatze. 


a) 0,72 g hexose-di-phosphorsaures Magnesium (= 0,5 g wasserfreies 
Salz) und 
20 ¢ Blatterbrei 
mit Wasser zu 100, 
2cem Toluol. 


b) 0,72 g hexose-di-phosphorsaures Mg, 
20 g Blatterbrei, die mit 
50 cem Wasser 1 Stunde im siedenden Wasserbade erhitzt waren, 
mit Wasser zu 100, 
2cem Toluol. 


ce) 0,75 g hexose-di-phosphorsaures Natrium = 0,5 g trocken, 
20 g¢ Blatterbrei, 
mit Wasser zu 100, 
2cem Toluol. 


d) 0,75 g hexose-di-phosphorsaures Natrium, die mit 
20 g Blatterbrei plus 
50 com Wasser 1 Stunde im siedenden Wasserbade erhitzt waren, 
mit Wasser zu 100, 
2cecem Toluol. 
e) 20¢ Blatterbrei 
mit Wasser zu 100, 
2cem Toluol. 


pa iiberall 6,8 bis 6,9. 


Zur Bestimmung der organisch gebundenen Phosphorséure wurden zu 
Beginn, nach 17 und nach 48 Stunden Proben entnommen und zentrifugiert. 
Je 15 ccm des klaren Saftes wurden zur Fallung des anorganischen Phosphats 
mit 15 ccm Magnesiamixtur versetzt. Nach einstiindigem Stehen wurde 
filtriert und in 20 cem des Filtrats, das sind 10 cem Urlésung, der Gehalt 


1) C. Neuberg und S. Sabetay, diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 
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an organisch gebundener Phosphorséure ermittelt. Das geschah nach der 
Methode von J.A. Mandel und C. Neuberg'), die iibrigens von den Autoren 
schon zur Analyse von Hexose-di-phosphat benutzt war, durch Zer- 
stérung der organischen Substanz mittels Wasserstoffsuperoxyd und Eisen- 
nitrat als Katalysator, Fallung der Phosphorséiure als Molybdat und 
Titration des Komplexsalzes. Die auf diese Weise gefundenen Mengen 
der jeweils in organischer Bindung vorhandenen Phosphorséure sind aus 
der Tabelle LI ersichtlich. 


Tabelle Il. 





mg P,O; in 10 ccm der Ansitze 


a b c d c 
Anfangsbestimmung . . 17,60 i8,19 18.41 20.49 0,72 
Nach 17 Stunden 1 18,23 2,29 20,30 0.57 
‘ 0,67 18,17 0.70 20.04 0.62 


3. Ketonaldehydmutase. 
a) Einwirkung auf Methylglyoxal. 

Ein weiterer enzymatischer Vorgang wurde durch die Dismutation 
zugesetzten Methylglyoxals zu Milchséure durch frische Blatter von 
Corrientes (Argentinien) nachgewiesen. Das zu diesen Versuchen verwendete 
Methylglyoxal war nach der Vorschrift von H.O. Fischer und C. Taube*) 
durch Destillation von Dioxyaceton mit Phosphorpentoxyd dargestellt 
und lag nach zweimaliger Rektifikation vollkommen rein vor. 


Ansatze. 
a 


— 


200 g Blatterbrei 
10 g Calciumcarbonat 
750 com Wasser 
1g Methylglyoxal, gelést in 50 cem Wasser, 
20 ccm Toluol. 
200 g Blatterbrei 
10 g Calciumcarbonat 
800 ccm Wasser 
20 ,, Toluol. 
5 g Calciumcarbonat | 
475 g¢ Wasser 
0,5 g Methylglyoxal, gelést in 25 ccm Wasser, 
10 ccm Toluol. 


mit CO, gesiattigt, 


b 


— 


mit CO, gesattigt, 


_ 


mit CO, gesittigt, 


Die Ansitze wurden in Stépselflaschen vorgenommen, die paraffiniert 
und unter hiufigem Umschiitteln bei 37° digeriert wurden. Das zugefiigte 
Calciumcarbonat dient zur Neutralisation der durch Dismutation ent- 


1) J. A. Mandel und C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 196, 1915; Wasser 
stoffsuperoxyd haben fiir solche Analysen dann auch £. J. Baumann 
(Journ. biol. Chem. 59, 667, 1924) sowie M. Martland und R. Robison 
(Bioch. Journ. 20, 849, 1926) angewendet. 

*) H.O. Fischer und C. Taube, Ber. 57, 1502, 1924; 59, 857, 1926. 
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stehenden Saéure und Aufrechterhaltung einer konstanten Reaktion. Die 
Betatigung des Ferments, also der Verbrauch des Methylglyoxals, wurde 
verfolgt nach der zur Methylglyoxal-analyse empfohlenen Methode') von 
C. Neuberg durch Darstellung seines p-Nitro-phenylosazons in von Zeit zu 
Zeit entnommenen und abzentrifugierten Proben. Nach 6 Tagen war das 
Methylglyoxal im Hauptversuch vollsténdig umgesetzt, im Vergleichs- 
versuch c) dagegen unveraindert vorhanden. Wir schritten zur Aufarbeitung. 

Zur Feststellung eines eventuellen unspezifischen Schwindens von 
Methylglyoxal wurde Ansatz c) filtriert und zur Darstellung des p-Nitro- 
phenyl-osazons 430 ccm des Filtrats mit 3g p-Nitro-phenylhydrazin, gelést 
in wenig Kubikzentimetern eines Gemisches von 50proz. Essigséure und 
Alkohol, 14 Stunden im siedenden Wasserbade erwirmt. Noch heib 
wurde abgesaugt und mit verdiinnter Essigsiure und wasserigem Alkohol 
gewaschen. Ausbeute 1,979g Methylglyoxal-p-nitro-phenylosazon; be- 
rechnet fiir 430 ccm 2,04g Osazon, d. h. die Ausbeute betrug 96 Proz. 
der Theorie. Nur 4 Proz. des angewandten Methylglyoxals sind also nicht 
fermentativ in Milchséure iibergefiihrt worden. Dieser Wert steht mit den 
friiheren Ermittelungen von C. Neuberg und G.Gorr*) sowie von G. Gorr 
und G. Perlmann®) in Ubereinstimmung. 

In den Versuchen a) und b) wurde die Milchséiure ermittelt. Die 
Anwesenheit von praformierten Oxyséuren des Tabakblattes macht eine 
Modifikation nétig, iiber die gelegentlich berichtet wird. Hier geniigt die 
Erbringung des Beweises, da8B Tabakferment das Methylglyoxal quantitativ 
umwandelt. 


8) Einwirkung auf Phenylglyoxal. 

Die Einwirkung auf dieses Substrat wurde an Blattern von Corrientes 
(Argentinien) und Latakia (Tiirkei) verfolgt. Das benutzte Phenylglyoxal- 
hydrat war nach der Vorschrift von H. Miiller u. H.v, Pechmann*) dargestellt 
und hatte nach wiederholtem Umkristallisieren einen Schmelzpunkt von 85°. 


Ansatze mit Blattern von Corrientes. 


a) 400g Blatterbrei P 
20 g Calciumcarbonat | mit CO, gesattigt, 
1500 com Wasser 
2g Phenylglyoxal, gelést in 100 com Wasser, 
20 cem Toluol. 
b) 200g Blatterbrei 
10 g Calciumcarbonat | mit CO, gesittigt, 
800 com Wasser 
10 ,, Toluol. 
¢) 5 g Calciumcarbonat 
450 com Wasser 
0,5 g Phenylglyoxal in 50 cem Wasser, 
5ecem Toluol. 


mit CO, gesattigt, 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 49, 504, 1913. 

2) C. Neuberg und G.Gorr, diese Zeitschr. 166, 482, 1925; 171, 475; 
178, 358, 1926. 

3) G.Gorr und G. Perlmann, ebendaselbst 174, 432, 1926. 

4) H. Miiller und H.v. Pechmann, B. 22, 2556, 1889. 























Vorgaénge im Tabakblatt. 475 


Wie bei den Versuchen mit Methylglyoxal wurden auch hier die Ansatze 
in paraffinierten Stépselflaschen bei 37° aufbewahrt und vielfach um- 
geschiittelt. Zu Beginn und dann alle 2 Tage wurden je 10 ccm der Re- 
aktionsgemische zentrifugiert und die Abnahme des Phenylglyoxals an 
Hand der p-Nitro-phenyl-osazonprobe verfolgt. Nach 6 Tagen war in dem 
Hauptversuch a) der Ketonaldehyd -vollstandig versclhwunden, wahrend 
er im Vergleichsversuch c) unverdndert erhalten geblieben war. 

Die Isolierung der gebildeten Mandelsaure im Ansatz a) wurde folgender- 
maBen ausgefiihrt. 


Die Fliissigkeit des nun noch 1970 cem betragenden Ansatzes (ur- 
spriinglich 2 Liter) wurde zur Ausfallung eines groBen Teiles stérender 
Verunreinigungen mit 200 ccm kolloidalem Eisenhydroxyd versetzt und 
mit Wasser auf 4 Liter aufgefiillt. Durch Zentrifugieren wurden 3560 ccm 
klare Lésung gewonnen, die eingedampft, mit Phosphorséure angesduert 
und zur Fallung weiterer Verunreinigungen mit Aceton auf 500 ccm erginzt 
wurde. Die nach Filtration erhaltenen 445 ccm Lésung wurden vdllig ein- 
gedampft, mit Wasser aufgenommen und mit Tierkohle gekocht. Da nach 
dem Einengen der nunmehr hellgelb gefairbten Fliissigkeit noch keine 
Kristallisation eintrat, wurde wieder in Wasser gelést und nochmals mit 
Ather extrahiert. Erhalten = 0,9202 g Mandelsiure. Da theoretisch in der 
aufgearbeiteten Portion 1,556g Mandelséure sein miiBten, betrug die 
Ausbeute 59 Proz. (Der Verlust diirfte durch Adsorption an dem massen- 
haften Eisenhydroxyd-Niederschlag mitverschuldet sein.) Nach einmaliger 
Umkristallisation aus Wasser und dreimaliger aus Benzol war die Drehung 


einer 2,4proz. Lésung — 3,38° im 1l-dem-Rohr, [a], = — 140,8°. Nach 
vier nochmaligen Umkristallisationen aus Benzol betrug [a], - 147,8° 
(c = 2,49, 1 = 1 und a = — 3,68°). Dieses Praéparat schmolz bei 127 


bis 128°. 


Ansatze mit Blattern von Latakia. 


Die Zusammenstellung der Ansitze geschah so, wie vorher bei den 
Versuchen mit Corrientes-Material (s. S. 474) beschrieben ist. Die Dis- 
mutation war hier erst nach 9 Tagen beendet. Die Aufarbeitung des Haupt- 
versuchs zur Isolierung der Mandelséure wurde wegen der Gegenwart vieler 
atherléslicher Verunreinigungen in diesem Falle etwas abgedindert. Zunachst 
wurden, genau wie zuvor, 1970 cem des urspriinglich 2 Liter betragenden 
Gemisches mit 200 ccm kolloidalem Eisen versetzt und auf 4 Liter aufgefiillt. 
Nach Zentrifugieren und Filtrieren wurden 3450 ccm erhalten, die ein- 
gedampft und mit Phosphorséure angeséiuert wurden. Die so auf 190 cem 
konzentrierte Mischung wurde filtriert und 171 ccm klares Filtrat erzielt. 
Nun wurde zurEntfernung eines groBen Teiles atherléslicherV erunreinigungen 
zunichst mit Lauge iibersaéttigt und ausgeaéthert, dann wieder mit Phosphor- 
séure angesiuert und nunmehr die Mandelsdéure erschépfend mit Ather 
extrahiert. Nach einmaligem Umkristallisieren aus Wasser unter Zugabe 
von Tierkohle betrug die Ausbeute 0,8845 g. In dem aufgearbeiteten Anteil 
waren 1,529 g zu erwarten gewesen; d. h. es wurden 57,8 Proz. der Theorie 
gefunden. Nach erneuter Umkristallisation aus Wasser und einmaligem 
Umldésen aus Benzol war die Drehung einer 2,49 proz. Lésung im 1-dem-Rohr 


— 2,10°, d. h. [a]p 84,4°. Nach einer zweiten Umkristallisation aus 
Benzol betrug [a]; 100,8° (c = 2,4, 1 1 und a 2,42°): der 


Schmelzpunkt lag bei 120 bis 122°. 
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(. Naehweis von saccharifizierenden Fermenten. 


1. Invertase. 


Die starke Fahigkeit, Rohrzucker zu spalten, wurde an zwei verschie- 
denen Arten frischen, selbstgezogenen Tabaks nachgewiesen, und zwar 
an den ungestielten Blaittern von Corrientes (Argentinien) und den ge- 
stielten von Nicotiana rustica (aus ostpreuBischem Samen). 

Um sicher zu sein, da8 wirklich eine fermentative Inversion vorlag, 
wurden stets drei Versuche: 


a) Zuckerlésung plus Ferment, 

b) Zuckerlésung plus aufgekochtem Ferment, 

c) Ferment plus Wasser 
nebeneinander angestellt; zur Verhinderung von Bakterienwachstum 
wurden 2 Proz. Toluol hinzugefiigt. In Zeitabsténden, die aus den nach- 
folgenden Tabellen ersichtlich sind, wurden Proben entnommen und pola- 
rimetrisch sowie titrimetrisch untersucht. 


a) Ansaétze mit Corrientes-Blattern. 


a) 200g Blatterbrei (etwa 34g Trockensubstanz), 
1000 cem 10proz. Rohrzuckerlésung, 
20 ,, Toluol. 
b) 200g Blatterbrei plus 
500 cem Wasser, eine Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt, 
500 ,, 20proz. Zuckerlésung, 
20 ., Toluol. 
ce) 200g Bilatterbrei, 
1000 ccm Wasser, 
20 ,, Toluol. 
Diese Ansiétze wurden bei 37° belassen. pq war iiberall und wahrend 
der ganzen Versuchsdauer 6,8 bis 6,9. 


Polarimetrische Messungen. 


Zu Beginn und zu den in der Tabelle angebenen Zeiten wurden je 
50 cem der drei Ansaitze abzentrifugiert. Je 10ccm des klar filtrierten 
Zentrifugats wurden dann in einem 20ccm fassenden MaBkélbchen mit 
2 cem kolloidalem Eisen versetzt und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. 
Nach Filtration wurden die nunmehr hellgelb gefarbten Lésungen im 
Saccharimeter, das fiir ein 2-dm-Rohr Prozente Traubenzucker anzeigt, 
polarisiert. 








Tabelle III. 
Proz. Glucose 
yr 4 b c 
| 

Anfangsbestimmung ... . . | 5,30 + 5,70 0 
Dn ss 3 4 i ee 2.50 5,70 0 
- nen fk . ss ss 8 — 0,40 5,70 0 
3 it PAs tT Ss — 1,50 5,75 0 
_ a - oO PN es — 1,50 + 5,70 0 
a 6 - f strats Os — 1.55 5,70 0 
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Zuckertitrationen nach Hagedorn-J ensen. 


Die Titrationen wurden zu denselben Zeiten vorgenommen wie die 
polarimetrischen Bestimmungen. Zur EnteiweiBung und Klaérung wurden je 
1 ccm des klar filtrierten Zentrifugats (s. polarimetrische Messung) mit 25 cem 
0,45proz. Zinksulfatlésung und 5ccm n/10 Natronlauge versetzt. Nach 
gutem Umschiitteln wurde 3 Minuten lang im siedenden Wasserbad erwarmt, 
sofort in Eis gestellt und dann durch ein trockenes Filter filtriert. Aliquote 
Teile dieses Filtrats (31 ccm enthalten 1 cem Urlésung) wurden zur Mikro- 
titration nach Hagedorn-Jensen benutzt. Aus den durch die Titration 
gefundenen Mengen reduzierenden Zuckers ergaben sich die Prozentwerte 
der nachfolgenden Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





Berechnung als Proz. Traubenzucker 


ry b c 
Anfangsbestimmung .... . 0.17 0.14 0.10 
ee ee 3,48 0,16 0,14 
Se Ee icteum, cate 7,50 0.18 0.15 
ee “ a eS 8,49 0.18 0.17 
‘ 4 oe oor ae 8.40 
_ 6 Zi ee ee a 8.55 0.16 


b) Ansaétze mit Nicotiana rustica. 


a) 80g Blatterbrei (= etwa 10g Trockensubstanz), 
400 ccm Wasser, 
45 g Rohrzucker, 
8ecem Toluol. 
b) 80g Blatterbrei mit 
400 com Wasser 1 Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt, 
45 ¢ Rohrzucker, 
8eccem Toluol. 
ec) 80g Blatterbrei, 
400 ccm Wasser, 
8 ,, Toluol. 


Die Ansitze blieben ebenfalls bei 37° stehen. pq war iiberall 6,8 bis 6,9. 


Zuckerbestimmungen mit Fehlingscher Mischung. 


Mit diesem Ansatz wurde nur eine Anfangs- und nach 3 Tagen eine 
End-Zuckertitration vorgenommen. Je 100 ccm der Gemische wurden 
mit 20ccem kolloidalen Eisens gut gemischt, filtriert und aliquote Teile 
davon zur Titration mit Fehlingscher Lésung nach Lehmann verwendet. 
Daraus ergaben sich die in der Tabelle V zusammengestellten prozentualen 
Gehalte an reduzierendem Zucker. 





Tabelle V. 
Berechnung als Proz. Traubenzucker 
a a b c 
Anfangsbestimmung .... . 0,12 0.11 008 


EE PS. Ga She! Se 10,07 0.47 0.15 
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2. Amylase. 


Die Fahigkeit der Tabakblatter, auch zugesetzte Starke in kurzec 
Zeit zu hydrolysieren, wurde an Hand von Zuckertitrationen ebenfalls 
bei den Sorten Corrientes und Nicotiana rustica quantitativ verfolgt. Aus 
dem Verschwinden der Jodreaktion ging hervor, daB die gesamte Starke 
angegriffen wurde, jedoch zeigten die nach den Titrationen berechneten 
Zuckerwerte, daB diese Hydrolyse nicht quantitativ bis zum Endspaltungs- 
produkt Glucose fortgeschritten war. Die Ausfiihrung der Versuche geschah 
analog der vorher bei der Invertase beschriebenen. 


a) Ansétze mit Corrientes-Material. 


a) 200¢ Blatterbrei, 
1000 ccm 2proz. Starkelésung, 
20 ,, Toluol. 


b) 200g Blatterbrei mit 
500 com Wasser 1 Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt, 
500 ,, 4proz. Starkelésung, 
20 ,, Toluol. 


c) 200g Blatterbrei, 
1000 cem Wasser, 
20 ,, Toluol. 


Versuchstemperatur 37°, py = 6,8 bis 6,9. Die Enteiweibung und 
Zuckertitration nach Hagedorn-Jensen erfolgte so, wie vorher bei den 
Invertaseversuchen angegeben ist. Die Resultate gibt Tabelle VI wieder. 


Tabelle VI. 





Berechnung in Proz. Glucose 





a b c 
Anfangsbestimmung .... ° 0,222 0.171 0.114 
Moshi Teg ......55. 0.963 0,198 0,150 
oo. a ee 0,930 0,195 0,153 
. 3 “ pa Aa ie eo ae 1,176 0,195 0,162 
...* . GOOG ay 1,170 — — 


B) Ansitze mit Nicotiana rustica. 


a) 80g Blatterbrei, 
200 cem Wasser, 
200 ,, 4proz. Starkelésung, 
8 ,, Toluol. 
b) 20g Blatterbrei mit 
200 com Wasser 1 Stunde im siedenden Wasserbad erhitzt, 
200 ,, 4proz. Starkelésung, 
8 ,, Toluol. 
c) 80g Blatterbrei, 
400 ccm Wasser, 
8 ,, Toluol. 
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Versuchstemperatur 37°. py = 6,8 bis 6,9. Kldarung und dann Zucker- 
titration nach Lehmann, wie vorher 8.477 angefiihrt ist. 


Tabelle Vil. 





Proz. Glucose 


b 


Anfangsbestimmung 
Nach 3 Tagen 


D. Nachweis 
von Furfurol, Kohlendioxyd und Methylalkohol liefernden Bestandteilen 
in Tabak. 


Furfurol und Kohlenséure wurden in Amersforter Tabak (Schwedt 
a. d. O.), und zwar sowohl im Gesamtblatterbrei, als auch in dem in Wasser 
von 50° léslichen und unléslichen Anteil bestimmt, Methylalkohol auBerdem 
noch in nachfolgenden, von uns angebauten Sorten: 


Wongkong (China), Corrientes (Argentinien), Maryland (Nordamerika), 
Latakia (Tiirkei), Nicotiana rustica (OstpreuBen). 

Um einen guten Mittelwert zu erzielen, wurden von frisch geerntetem 
Amersforter Tabak 6kg entrippter Blatter zu einem homogenen Brei 


gemahlen und 5kg davon zur Gewinnung des Wasserauszuges benutzt, 
der auf folgende Weise dargestellt wurde : 


5kg Brei wurden mit 25 Liter Leitungswasser von 50° 2 Stunden 
unter 6fterem ‘Umriihren ‘ stehengelassen. Dann wurde die Gesamt- 
menge, die ein Volumen von 28,9 Liter hatte, zentrifugiert, da- 
nach wurden 24,48 Liter Saft und 4,07 kg Riickstand erhalten. Dieser 
Riickstand wurde nochmals mit 12 Liter Wasser von 50° iiber Nacht 
digeriert; dieses Gemisch, das ein Volumen von 15,4 Liter einnahm, 
lieferte durch Abschleudern 12,1 Liter Saft und 3,57 kg Riickstand. 
Es wurden also aus 5kg Gesamtbrei durch die zweimalige Extraktion 
36,58 Liter Auszug und 3,57 kg Riickstand gewonnen. Da der Saft 
noch einige feste Bestandteile enthielt, wurde er filtriert; 29,77 Liter 
= $1,38 Proz. der ganzen Menge wurden auf dem Wasserbad auf ein 
Volumen von 4,4 Liter eingedampft. Das Ausgangsmaterial von 5kg 
war damit aufgeteilt in 5,41 Liter eingeengten Saft und 3,57 kg wasser- 
unléslichen Riickstand. 


l. Furfurol. 


Die Furfurolbestimmung wurde nach Tollens') durch Destillation 
mit verdiinnter Salzsiure und Filling des Destillais mit Phloroglucin 
vorgenommen. Die Ergebnisse der Analysen gehen aus Tabelle VIII 
hervor. 


1) Uber die Ausfiihrung s. bei C. Newberg, Der Harn, 8. 378. 
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Tabelle VIII. 
Furfurol aus Amersforter Tabak. 





. Trocken- Furfurol 
ar quwicht des ; in _ i 
Substanz ~~. Ausgangs- Furfurol . der i 
: materials rockens 
Substanz in Proz. 8 substanz 
eae eee ae ae ee 10.38 g 17,35 0.0822 4,56 
. oat een eS a 1094 ¢ 17,35 0.0866 456 
10 5l¢ 17,35 0.0837 4.59 
100cem *) 
Co 102,32 g 6.505 0.0948 1,43 
“ ee ee 102,32 g 6.505 0.0962 1,44 
> A Re ae ie 102,32 g 6 505 0.0974 1,46 
Riickstand des Wasserauszuges 10.94g¢ 14.0 0.0924 6,03 
. - - ll.6l¢ 14,0 0.0997 6.13 
11,03 ¢ 14.0 0.0949 6,14 


*) 100 ccm enthalten 6,6562 g Trockensubstanz. 


2. Kohlensaéure. 


Das aus Uronsiure des Pektins im Tabak stammende Kohlendioxyd 
wurde nach Lefévre und Tollens') ermittelt. Die Bestimmungen sind in 
Tabelle [IX zusammengefaBt. 


Tabelle 1X. 
Kohlendioxyd aus Amersforter Tabak. 





a = an i x — 

. , q rovken- . in Proz. der 

Substanz Einwage aul CO, Teeshens 
in Proz. Z substanz 

ee 19,05 g 17,35 0.0770 2,33 


‘ eT <§ PF 0.0848 2.35 
- eae K§ 6 0,0755 2,39 


200 ecm 
Wenemnumum oot sw ww. . RR 6,505 0,0871 0,65 
- oe ry ees ee 204,64 g 6,505 0,0850 0,64 
Riickstand des Wasserauszuges 20,llg 14,0 0,0931 3,30 
- > ‘ 20,08 g 14.0 0,0925 3,29 


3. Methylalkohol. 


Den Methylalkohol haben wir durch Verseifung der Blattsubstanz 
mit Natronlauge in Freiheit gesetzt und, wie iiblich, durch anreichernde 
Destillation konzentriert. 

Bei Verwendung von Blatterbrei gingen wir folgendermafen vor: 

Je 2 kg des frischen Breies wurden in einem 20 Liter fassenden Kupfer- 
kolben im siedenden Wasserbad auf 80 bis 90° erwarmt, darauf mit 1 Liter 





1) le. 
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10proz. Natronlauge versetzt, verschlossen, umgeschiittelt und iiber Nacht 
stehengelassen. Am niachsten Morgen wurden 500ccm Schwefelséure 
(1 Volumen konzentrierter Schwefelsdure + 4 Volumen Wasser) zugefiigt 
und mit Wasserdampf 4 Liter abgeblasen. (Das Reaktionsgemisch wurde, 
um ein Anbrennen zu vermeiden, in einem Kochsalzbade erhitzt.) Durch 
anreichernde Destillation, bei der stets zwei Drittel der Fliissigkeitsmenge 
iibergetrieben und zum Schlu8 einmal iiber Schwefelsiure, einmal mit 
Silbernitrat-Natronlauge und schlieBlich mit Tierkohle rektifiziert waren, 
wurde der Alkohol auf ein bestimmtes Volumen, z. B. 100 cem, gebracht. 
Mit dieser Endlésung sind dann die Reaktionen und analytischen Be- 
stimmungen vorgenommen worden. 

Die Verarbeitung des Wasserauszuges gestaltete sich folgendermaBen: 

2,5 Liter Saft wurden hei8 mit 200 cem 33proz. Natronlauge versetzt 
und nach vollendeter Verseifung unter Zufiigung eines kleinen Uberschusses 
von Schwefelséure (Konzentration wie vorher angegeben) mit Wasserdampf 
behandelt. Die aufgefangenen 3 Liter Destillat wurden (s. oben und zuvor 
S. 470) einkonzentriert. Die Untersuchung der schlieBlich erhaltenen 
Methylalkohollésungen erstreckte sich stets: 


a) auf qualitative Proben zum Nachweis etwa vorhandener Aldehyde 
oder einer Beimischung von Athylalkohol ; 
b) auf quantitative Alkoholbestimmungen. 
Diese geschahen: 
1. durch Ermittlung des spezifischen Gewichts, 
2. nach der Methode von Zeisel (Methoxylbestimmung), 
. nach der kolorimetrischen Methylalkoholbestimmungsmethode 
von Denigés-v. Fellenberg. 


Aldehyde waren nach der erwihnten Reinigung niemals mehr vor- 
handen; Athylalkohol war in allen Probea nur in geringen Spuren') zugegen. 
Tabelle X' gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der quantitativen 
Analysen. 
Tabelle X. 


Methylalkohol aus frischen selbstgezogenen Tabakblattern. 





Methylalkohol in Proz. der 
Gehalt an Trockensubstanz 


Trocken- = - - 
Substanz substanz 


nach kolori+ 
metrischer 
Bestimmung 


nach dem nach Zeisels 
a spez. Gew, analysen 


Amersforter Gesamtbrei. . .. . 17,35 0,695 0.724 
Wasserauszug .... 6,505 0.1075 - 
- Riickstand des Wasser- 

CE ee a oe ee 1400 1,148 - 
 . . os Sse eae 16,81 0 599 0,686 0,690 
CS EE ee a ae ee 17,13 0.847 0.624 0.712 
0 PS ea eee 20,97 0.835 0,712 


a ee a a 14,50 -— 0,676 0,662 
Nicotiana rustica ........ 12,49 1,190 0.784 0.808 


1) Methode des Nachweises s. 8S. 470. 
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Die Ubersicht iiber die Verteilung von abspaltbarem Furfurol, Kohlen- 
dioxyd und Methylalkohol auf das Material des Wasserauszuges und des 
wasserunléslichen Riickstandes von 5kg Amersforter Tabak erleichtert 
die Tabelle XI. 


Tabelle XI. 





I. Il. Il. 
In 5 57 
A+. w 2 Sete In 5,41 Liter wiasserigem Auszuge 
& - 
RN ei aia 39.55 30.80 5.15 g 13,0 Proz von I 
Kohlendioxyd . . 20.55 16 50 2.36 g Ms, 7 
Methylalkohol . . 6,27 5,72 | 0.387¢g —- . oe 


Die erzielten Werte fiir Furfurol und Kohlendioxyd méchten wir nur 
als vorléiufige betrachten. 

Auf 8. 470 wurde beschrieben, da8 schon die unmittelbare Destillation 
frischer Tabakblatter mit Wasserdampf Methylalkohol liefert. Der Uber- 
sicht wegen sind die festgestellten Zahlen in Tabelle XIT zusammengefaBt. 


Tabelle X11. 


Durch direkte Destillation abspaltbarer Methylalkohol in Prozenten 
der Trockensubstanz. 





- = an Nach dem Nach Nach kolori- 
Material rockens spezifischen Pei, metrischer 

substanz Gewicht Zeisclanalyse Bestimmung 
Amersforter. ... . 17.35 0.328 0.320 0.315 
Wongkong 16.80 0.258 0.262 0.261 
SS Sree ere ss 14.50 0.239 0,229 


Rund 35 bis 45 Proz. des gesamten Methylalkohols wurden also bereits 
durch bloBe Wasserdampfdestillation, d. h. ohne besondere Verseifung, 
erhalten. Auch dieser Holzgeist stammt wohl sicherlich aus Pektin; ein 
Vergleichsversuch mit isoliertem Rohpektin aus Zuckerriiben hat néamlich 
ergeben, daB8 etwa 25 Proz. der nach Methoxylbestimmungen vorhandenen 
Menge gebundenen Methylalkohols allein durch eine Destillation mit 
Wasserdampf frei wurden. 


II. Getrockneter Tabak. 


Die Untersuchungen an_ selbstgetrocknetem Tabak (Luft-trocknung) 
beziehen sich in erster Linie auf die Ermittelung von Furfurol, Kohien- 
séure und Methylalkohol bei Amersforter Tabak. Die analytischen Methoden 
waren die vorher angefiihrten. Auch der getrocknete Tabak wurde entrippt 


und fein zermahlen. 
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Tabelle XIII gibt die Analysenresultate der Furfurol- und Kohlensaure- 
bestimmungen an. 


Tabelle XIII. 
Furfurol. 





Gehalt : 
Einwage Trocken Furfurol Furfurol in Proz 
. on Tooth > eubstanz der Trockensubstanz 
in Proz 
& . 8 


1.8399 92.75 


1.5786 92.75 


Kohlendioxyd. 





Gebalt ) > 
: . Tr . Co, co, In Proz 
Einwage an Trockensubstanz . der Trockensubstanz 
x in Proz. g 


5.03830 92.75 0.1605 3.44 
5.0318 92.75 0.1621 3.47 


Methylalkohol. 

Der aus selbstgetrocknetem Amersforter Tabak erhaltliche Methyl- 
alkohol wurde bestimmt: 

l. nach Verseifung; 

2. nach einfacher Einwirkung von Wasserdampt; 

3. nach Verseifung der im Wasser léslichen Anteile des trockenen 

Tabaks ; 

4. nach Verseifung des in Wasser unldéslichen Riickstandes. 

Die Auslaugung des getrockneten Tabaks mit Wasser geschah in 
der Weise, daB 150g zerkleinerte Blatter mit 3 Liter Wasser von Zimmer- 
temperatur verriihrt, 2 Stunden stehengelassen, abgepreBt und nach- 


gewaschen wurden. 
Tabelle XIV. 
Methylalkoholgehalt, berechnet auf Trockensubstanz. 





Nach : 
pyknometrischer Nach Methoxyl- 
Bestimmung bestimmung 


Proz Proz. 
Nach Verseifung . ’ ; : 0.925 0.931 
Durch direkte W: saseodemapbtestlliation 0,360 0.354 
0,242 *) 


0.638 **) 


3. Im Wasserauszuge des Tabaks... . 0,238 *) 
4 


. Im festen Riickstande........ 0,608 **) 
*) Diese Zahlen geben den Gehalt an Methylalkoho! in dem Material an, das aus 100g 
Trockensubstanz getrockneten Tabaks durch Extraktion mit Wasser in Lésung geht 
**) Methylalkoholgehalt des wasserunléslichen Riickstandes von 100g extrahiertem, ge 
trocknetem Tabak. 
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Eine Berechnung nach den Daten der Methoxy!-Bestimmungen lehrt, dab 


354 ‘ : wee 
931 100 = 38 Proz. des Methylalkohols durch bloBe Wasserdampfdestillation 
abgespalten waren. Der nach Auslaugung mit Wasser und darauf folgender 
“a 242 . 100 =e 
Verseifung erhaltene Methylalkohol machte 27,5 Proz. des 


242 + 638 
aus den getrockneten Blattern erhaltlichen Gesamt-methylalkohols aus. 


Ill. Gebrauchsfertiger Tabak. 
1. Dunkelfarbige Tabake. 


a) Furfurol und Kohlendioxyd. 


Abspaltbares Furfurol und Kohlendioxyd wurden in einem exotischen 
Tabak, St. Felix, und einem deutschen Erzeugnis, Hockenheimer Tabak, 
in der geschilderten Weise ermittelt. Die gewonnenen Daten gibt die 
Tabelle XV an. 


Tabelle XV. 








Furfurol. 
. Gehalt Furfurol Proz. 
Tabaksorten Einwage Tessiaeeaboune Furturol ae teen 
g in Proz. g substanz 
a en as 1.4527 89.30 0 0643 4,96 
” “ eSos.4 1.7051 89.30 0077 5,09 
Hockenheimer. . 1,7426 92.08 0.0795 4.95 *) 
» 1,6969 92,08 0,0754 5.09 
*) Die Ubereinstimmung der Furfurolwerte fiir beide Sorten ist netiirlich Zufall. 
Kohlendioxyd. 
- Gehalt COz in Proz. 
Tabaksorten Einwage Tesdhnasehatens co, der ‘ecchen 
in Proz. substanz 
8 & 
 * esa 5.0546 89.30 0,1490 3.30 
» * ee 5,0294 89,30 0.1460 3,25 
Hockenheimer. . 5.0250 87,85 0.1313 2.97 
5.0105 87,85 0.1298 2.95 


8) Methylalkohol. 


Der aus vergorenen Tabaken erhiltliche Methylalkohol wurde in 
der vorher beschriebenen Weise nach Verseifung mit Natronlauge be- 
stimmt. 

Zu den Untersuchungen wurde als deutscher Tabak Hockenheimer, 
Ernte 1925, und das Material folgender 12 exotischen Sorten benutzt: 
Sumatra I, II, Java, Bezocki-Java, Java-Kuba, Domingo I, II, Maryland, 
Kentucky, Brasil, St. Felix, Trapezunt. 

Die nach den drei verschiedenen Methoden gefundenen Methylalkohol- 
werte sind aus Tabelle XVI ersichtlich. 
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Tabelle X V1. 





Proz. Methylalkohol, berechnet auf Trocken- 


Gehalt substanz 


an Trockens 
substanz nach pykno- 
metrischer Be- 
Proz stimniung 


labaksorten 
nach 


olorimetrischer 
Bestimmung 


nach Methoxyl- k 
bestimmung 


Sumatra I 87,60 0.062 0.042 0.042 
87,60 0.041 
Il 87.62 0.069 0.044 
~~ a 87.62 0 065 
Java 89.75 0.127 0.135 0,140 
» 89.75 0.121 
Bezocki-Java 89.40 0.071 0,107 
Y ‘ 89.40 0.072 
Java-Kuba 91.90 0,122 0.093 
= - 91,90 0,121 
Domingo I 84,25 0.029 0.032 
84.25 0.018 
ll 88.30 0.040 0.048 0.050 
s II 88,30 0.031 
Maryland *) 90.05 0.242 0.256 
8a a 90.05 0,239 
Kentucky 89.50 0,133 0,135 
9a 89 50 0,121 
10 Brasil 88.20 0,070 0.052 
l0a - 88.20 0,069 
ll St. Felix 89,30 0,054 0.057 
lla . 89.30 0.054 
12 Trapezunt 88,60 0,136 0.142 
l2a e 88,60 0,126 
13 Hockenheimer 91,65 0.156 0.174 
3a - 91,65 0.150 0.154 
*) In der Farbe sich den hellen Sorten (s. Tabelle XVII) nahernd. 


2. Hellfarbige Rauchtabake. 


Sechs helle Tabake: Smyrna Caloup, Cavalla Maxoul, Tachova, 
Argos, China, Virginia wurden auf ihren Methylalkoholgehalt hin untersucht. 


Tabelle X VII. 





Methylalkohol (nach Verseifung) 


Gehalt in Proz. der Trockensubstanz 


an Trockens 


Tabaksorte substanz 


nach dem nach nach 
spezifischen Methoxyl- kolorimetr 
Proz. Gewicht analyse Bestimmung 


Smyrna 91,90 0,658 0,662 0.673 
is 91,90 0,642 
Cavalla 92,50 0,467 0,467 0.473 
i 92.50 0,460 
Tachova 91,00 0,631 0,594 
. 91,00 0,626 — 
Argos 89,51 0.574 0.537 0.563 
js 89,51 0.522 - - 
China 94,41 0.834 0.678 0.709 
- 94.41 0,750 
Virginia 90,10 0,684 0.674 
90,10 0,670 0.670 
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Tabelle XVII gibt die nach Verseifung, Tabelle XVIII die durch 
direkte Wasserdampfdestillation gewonnenen Holzgeistmengen an. 


Tabelle XVIII. 





Methylalkohbol (ohne Verseifung) 





Gehalt in Proz. der Trockensubstanz 
3 : an Trockens SR Stet ne ell 
Nr. T'abaksorte substanz aie dm 
spezifischen durch Analyse 
Proz Gewicht nach Zeisel 
l Smyrna 91,90 0,159 0,152 
2 Argos 90,15 0,168 0,140 


Auch beim fertigen Tabak wurde also, wie wir es fiir frischen und ge- 
trockneten Tabak schon angefiihrt haben (s. 8. 470 u. 483), etwa ein 
Viertel des Gesamtalkohols durch bloBe Behandlung mit Wasserdampf 
abgespalten. 

Zu saimtlichen Methylalkoholzahlen méchten wir bemerken, daB im 
allgemeinen die Bestimmung aus dem spezifischen Gewicht von geringerer 
Genauigkeit ist, da mit dem Holzgeist neutrale élige Bestandteile sich ver- 
fliichtigen; durch Knochenkohle werden sie zwar gréBtenteils absorbiert, 
kleine Mengen bleiben aber im Methylalkohol gelést (vgl. auch den folgenden 
Abschnitt). : 
Darstellung des Methylalkohols in Substanz. 


Die durch 30 Einzelversuche erhaltenen verdiinnten methylalkoholischen 
Lésungen wurden vereinigt, anreichernd auf 50 cem konzentriert und mit 
Kaliumcarbonat iibersattigt. Dabei schieden sich 10 ccm Methylalkohol 
ab. Sie wurden abgehoben, durch Filtration von Spuren festen Kalium- 
carbonats befreit und mit Calciumspénen') entwiassert. Eine gute Trocknung 
wurde durch achtstiindiges Erhitzen der mit frischen Spiainen versetzten 
Lésung auf etwa 60° erreicht. Dann wurde der Alkohol iiberdestilliert, 
wobei als geringer Riickstand ein dunkel gefarbtes hochsiedendes 61 zuriick- 
blieb. Eine zweite Rektifikation ebenfalls iiber metallischem Calcium 
lieferte véllig reinen, wasserfreien Methylalkohol vom Siedepunkt 65°. 


Anhang: 


Tabaksamen. 
1. Phosphatase. 


a) Spaltung von mono-phenyl-ortho-phosphorsaurem Kalium?). 


Ansatze. 
a) 200cem %4proz. Lésung von mono-phenyl-ortho-phosphorsaurem 
Kalium, 
20g fein gemahlener Samen, 
2g Calciumcarbonat, 
4cem Toluol. 


1) Vorschrift von J.Gyr, Ber. 41, 4322, 1908. 

*) Uber dieses jiingst als spaltbar erkannte Substrat siehe bei 
C. Neuberg und J. Wagner, diese Zeitschr. 171, 485, 1926 sowie bei PR. Iwat- 
suru, ebendaselbst 173. 348, 1926. 
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b) 200 cem Wasser, 
20 g Samenpulver, 
2g Calciumcarbonat, 
4ccm Toluol. 
c) 200 ccm %proz. Lésung des Di-kalium-phenol-phosphats, 
2 g¢ Calciumcarbonat, 
4ccem Toluol. 


Die Wirkung der Phosphatase wurde an Hand von Phenolbestimmungen 
[letztere nach Kofler-Penny-Neuberg')| an Proben ermittelt, die in Ab- 
standen entnommen und unter Zusatz von Calciumcarbonat destilliert 
wurden. 


Tabelle XIX. 








Phenol » e 
aus 50 coat Reaktionagemisch Spaltung °) ia Pros 
. ” : b Te Sa e a b ce 
Anfangsbestimmungen . . 0 0 0 0 0 0 
>. a 0.01567 — — 16.6 - —_ 
— +) ar 0,01724 0 0 18,3 0 0 


*) 0.25 g wasserfreies (CgH,;) K, PO, kénnen 0,0940 g Phenol liefern. 


8) Spaltung von hexose-di-phosphorsaurem Magnesium. 


Die Betatigung der Hexose-di-phosphatase wurde an einem Ferment- 
saft studiert, der auf nachstehende Weise gewonnen worden war. 

20 g fein gemahlener Tabaksamen wurden in 200 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung suspendiert, 5 Stunden bei 37°, weitere 14 Stunden bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt und dann zentrifugiert. Es wurden 160 cem 
klarer Saft erzielt. 


Ansatze. 
a) 70 ccm Saft, 
1g Magnesiumsalz = 0,7 g C,H,,0, (PO,Mg),, 
1,4 ccm Toluol. 
b) 70 cem Wasser, 
1 g Magnesium-zymo-di-phosphat, 
1,4cem Toluol. 
ec) 70 ccm Saft, 
1,4ccem Toluol. 


Zu den aus Tabelle XX ersichtlichen Zeiten wurden den Reaktions- 
gemischen je 10 ccm entnommen, mit 10cem Wasser und mit 10 ccm 
Magnesiamixtur versetzt. Nach einstiindigem Stehen wurde filtriert und 
in 15 ccm des klaren Filtrats (entsprechend 5 ccm des Urgemisches) noch 
esterférmig vorhandene Phosphorséure bestimmt. Nach Zerstérung der 
organischen Substanz, die hier durch Soda-Salpeter-Schmelze und Ab- 
rauchen mit konzentrierter Salpeterséure erfolgt war, wurde das Phosphat 
iiber das Molybdat schlieBlich mit Magnesiamixtur gefallt und als Mg, P,O, 
zur Wagung gebracht (s. Tabelle XX). 
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Tabelle XX. 





mg Mg, P.O; 
aes | = ¢ 
Anfangsbestimmungen a eee lla 28.8 27.7 6,0 
Nach 6Stunden ..... alte 115 27,8 3,3 
Ns che ra, Wa) on ae On 10.0 27.8 0,7 
Oe eee eee ee 8,1 27.7 0.0 
a a ot ES Be re 53 _- 0.9 
5 * ae ie gta ‘fe 4.6 27.9 0.2 


Die Werte der Kolumne c tun dar, daB eine im Tabaksamen natiirlicher- 
weise vorkommende wasserlésliche organische Phosphorséure-verbindung 
enzymatisch zerfallt. 

2. Ketonaldeh ydmutase. 
Ansatze. 
a) 75g fein gemahlener Tabaksamen 
15 g Calciumcarbonat 
1350 com Wasser 
15g Phenylglyoxal in 150 cem Wasser, 
15 cem Toluol. 


mit CO, gesattigt, 


b) 25g Tabaksamenmehl 
5g Caleiumearbonat | mit CO, gesattigt, 
500 com Wasser 
5 ,, Toluol. 
e 5g Calciumcarbonat ——. —— 
450 abt Wasser ae OG, peabetign, 
0,5 g Phenylglyoxal in 500 com Wasser, 
5eem Toluol. 


Jeder dieser Anséitze wurde, wie bei den entsprechenden Versuchen 
mit Blatterbrei vorher (S. 473) beschtieben worden ist, in paraffinierten 
Stépselflaschen bei 37° aufbewahrt und die Dismutation an Hand der 
Osazonbildung mit essigsaurem p-Nitro-phenylhydrazin verfolgt. In 
Versuch a) fiel nach 8 Tagen die Osazonprobe negativ aus, wahrend in 
Kontrollansatz c) kein Verschwinden des Phenylglyoxals beobachtet 
worden war. Die Aufarbeitung geschah, wie auf S. 475 angegeben ist. 
Wegen des hohen Fettgehalts der Samen gelang es zundchst nicht, die 
Mandelsaure kristallisiert zu gewinnen. Aus Ansatz a) wurde eine Substanz 
erhalten, die nach aufeinanderfolgender Uberfiihrung in Ather und Wasser 
sowie nach Ather-Extraktion aus saurer, zuvor alkalisch mit Ather aus- 
geschiittelter Lésung stark lavogyr war. Diese Linksdrehung ist, da die 
gleichartige Aufarbeitung von Tabaksamensubstanz in Ansatz b) keine 
optisch aktive Substanz lieferte, auf lavogyre Mandelsaure zuriickzufiihren. 


Zusammenfassung. 


Die Untersuchung verschiedener Sorten frischer, getrockneter 
und gebrauchsfertiger Tabake hat folgendes ergeben: 

1. In frischem Tabak sind auBer anderen fliichtigen Substanzen 
kleine Mengen Acetaldehyd und Athylalkohol zugegen. 
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2. Neben diesen Substanzen entweicht bei der Behandlung frischer 
Tabak’ .atter mit Wasserdampf auch Methylalkohol. Dieser ist nicht 
im freien Zustande vorgebildet, sondern wird aus einem Pektinester 
abgespalten. 

3. Die Menge des Acetaldehyds laBt sich erheblich steigern, wenn 
man einen Brei frischer Tabakblatter mit sekundirem Calciumsulfit 
digeriert. Bei der einsetzenden regelrechten Vergirung praformierter 
sowie durch Hydrolyse entstandener einfacher Saccharide wird dann 
durch das angewendete Abfangmittel Acetaldehyd fixiert. Er kann, 
wie die gleichzeitig entwickelte Kohlensiure, sowohl von den im 
Blatte vorhandenen Agenzien der intramolekularen Atmung als von 
anwesenden Mikroorganismen hervorgebracht werden. (Dinatrium- 
sulfit ist fiir die Abfangung ungeeignet.) 

4. Von Enzymen, die fiir die Zuckerspaltung in Betracht gezogen 
werden, ist im frischen Blatterbrei Hexose-di-phosphatase unschwer 
nachzuweisen. Sie zerlegt unter antiseptischen Bedingungen sowohl 
das Natrium- als das Magnesium-salz des Zymo-di-phosphates schnell 
und praktisch quantitativ. 

5. Von den Fermenten des Oxydo-Reduktions-Apparates kann 
Ketonaldehydmutase im Brei frischer Tabakblitter ohne weiteres 
aufgezeigt werden. Wir sahen sie in Gegenwart von Toluol funktions- 
tiichtig gegeniiber dem Methylglyoxal und Phenylglvoxal. Aus letzterem 
entstand linksdrehende Mandelsiure, die kristallisierte und in einem 
Falle in nahezu vdélliger optischer Reinheit gewonnen werden konnte. 

6. Die Wirksamkeit der im frischen Tabakbrei enthaltenen 
Saccharase wurde quantitativ' verfolgt. Das Enzyni ist in so kriftiger 
Form vorhanden, da8 z. B. 1000 ccm 10proz. Rohrzuckerlésung durch 
200 g Blatterbrei, entsprechend 34 g Trockensubstanz, in 24 Stunden 
nahezu vollstandig zerlegt wurden. 

7. Fiir die vorhandene Amylase wurde gezeigt, daB sie unter 
entsprechenden Verhaltnissen 20 g zugesetzte Starke verzuckerte. 

8. Frische Blatter, an der Luft getrockneter sowie gebrauchs- 
fertiger Tabak sei er wirklich vergoren oder irgendwie geddérrt 
enthalten Furoide. Dieselben kommen im Blatte mindestens teilweise 
urspriinglich als Pektin vor. Frische, getrocknete sowie vergorene 
Tabake spalten bei Behandlung mit Salzsiiure neben Furfurol auch 
Kohlendioxyd ab, das aus einer Uronsiure hervorgeht. 

9. Aus simtlichen frischen, getrockneten und vergorenen Tabaken 
laBt sich durch Verseifung Methylalkohol frei machen 

Im Gehalt an diesem esterartig gebundenen Methylalkohol bestehen 
charakteristische Unterschiede : 

a) In frischen Tabakblattern kommen durchschnittlich 7 bis 
9 Prom. Methylalkohol in Esterform gebunden vor. 
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8) Ein von uns an der Luft getrockneter Tabak besaB 30 Proz. 
mehr estermaBig gebundenen Methylalkohol, als in dem gleichen 
frischen Material gefunden war. Diese Zunahme beruht hauptsichlich 
auf der Verfliichtigung kohlenhydrathaltiger Substanzen durch post- 
mortale Atmung, bei der iiberwiegend auf aerobem Wege Kohlen- 
dioxyd aus Zucker gebildet wird. 

y) Dunkelfarbige deutsche sowie dunkle fremdlindische Zigarren- 
tabake wiesen im Mittel nur einen Gehalt von | Prom. an esterférmig 
gebundenem Methylalkohol auf; das ist ein Bruchteil des im frischen, 
unverarbeiteten Blatte vorhandenen Quantums. 

6) Die hellen Zigaretten- oder Pfeifen-tabake, die allem Anschein 
nach lediglich getrocknet oder anders als die dunklen Zigarrentabake 
vergoren werden, besaBen im Durchschnitt einen Gehalt von 5 bis 
7 Prom. an gebundenem Holzgeist. 

10. Die Bestimmungen des Methylalkohols wurden nach drei 
verschiedenen Methoden ausgefiihrt. Der Holzgeist wurde nach vor- 
sichtiger, aber quantitativer Verseifung des im Tabakmaterial ent- 
haltenen Esters iibergetrieben und unter zweckmibBiger Reinigung 
anreichernd destilliert; durch dieses Vorgehen ist eine Abspaltung 
von Methanol aus anderen Methoxylverbindungen als aus Pektin 
vermieden. 

11. Aus den einkonzentrierten Destillaten verschiedener Tabak- 
sorten wurde der Methylalkohol durch Aussalzung mittels Kalium- 
carbonat sowie durch Trocknung und Rektifikation iiber Calcium- 
spanen in voéllig reinem Zustande abgeschieden. 

12. Ih ergiinzenden Versuchen mit ungekeimtem Tabaksamen 
wurde die Anwesenheit von Phosphatasen dargetan, die auf mono- 
phenyl-ortho-phosphorsaures Kalium und Zymo-di-phosphat wirkten; 
auch Ketonaldehydmutase fand sich vor. Dieses alles spricht dafiir, 
daB ein Teil der Kohlenhydratumwandlungen von Agenzien der Tabak- 
pflanze selber besorgt wird. 
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